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BFU-E   Burst Forming Units-Erythroid 
   (Zelle, welche “explosionsartig” erythroide Kolonien bildet) 
CFC   colony forming cell 
CFU   colony forming unit 
CFU-E   colony forming unit erythrocyte 
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CFU-M  colony forming unit-macrophage 
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DiL   1,1`-Dioctadecyl-3,3,3`,3`-Tetramethylindocarbocyanine 
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ECD   Energy coupled dye 
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1.1. Hämatopoetische Stammzellen und Blutbildung 
In den meisten Organen und Geweben des menschlichen Körpers findet lebenslang aufgrund 
von externen Einflüssen oder Alterung eine fortwährende Erneuerung von spezialisierten 
Zellen statt. Für diese Aufrechterhaltung, auch Homöostase genannt, werden 
gewebespezifische somatische Stammzellen benötigt. So werden z.B. die unterschiedlichen 
reifen Blutzellen von den hämatopoetischen Stammzellen (HSZ) gebildet (Jacobson et al., 
1951). Der genaue Ablauf der Differenzierung multipotenter HSZ über liniendeterminierte 
Progenitorzellen hin zu reifen Blutzellen, sowie die Verwandtschaft der unterschiedlichen 
hämatopoetischen Linien und Vorläuferzellen zueinander, stellt dabei einen zentralen Punkt in 
der hämatopoetischen Stammzellforschung dar. Ein umfassendes Verständnis der 
Mechanismen zur Aufrechterhaltung oder Differenzierung der Stammzellen sowie die 
Kenntnis über die Verwandtschaftsverhältnisse in der humanen Hämatopoese sind sowohl im 
klinischen als auch im experimentellen Kontext von großer Bedeutung. Dieses Wissen stellt 
die Grundlage z.B. für die Entwicklung neuer Therapieansätze bei malignen Erkrankungen 
des Blutsystems oder zukünftig für die in vitro Herstellung von Stammzell- bzw. 
Blutpräparaten dar. 
1.1.1. Immunphänotypisierung hämatopoetischer Stamm- und Vorläuferzellen 
Ein entscheidender Vorteil der hämatopoetischen Stammzellforschung gegenüber anderen 
somatischen Stammzellsystemen im Menschen sowie im Mausmodell ist heute das 
umfangreiche Wissen über die Expression von spezifischen Zelloberflächenproteinen. 
Innerhalb der letzten dreißig Jahre wurde eine Vielzahl von Oberflächenmarkern beschrieben, 
die eine phänotypische Anreicherung hämatopoetischer Subpopulationen sowie eine 
fortschreitend bessere Beschreibung und Eingrenzung multipotenter HSZ ermöglichen. Dabei 
ist im murinen System insbesondere die Detektion und Anreicherung multipotenter HSZ  
(1 aus 3 Zellen) mit einer deutlich höheren Auflösung möglich. Aufgrund unterschiedlicher 
Oberflächenmarker sind die Erkenntnisse aus dem murinen System jedoch nicht vollständig 
auf das humane System übertragbar. Da der Hauptfokus dieser Arbeit auf der humanen 
Hämatopoese lag, wird im weiteren Verlauf nur auf die Oberflächenmarker und deren 
Entdeckung im humanen System eingegangen. 
Einer der ersten Oberflächenmarker, der auf frühen humanen hämatopoetischen Zellen aus 
den Knochenmark beschrieben wurde, ist das Glykoprotein CD34 (Civin et al., 1984; Katz et 
al., 1985). Die Population der CD34
+
 Zellen ist in sich sehr heterogen und enthält neben HSZ 




Diese bringen reife Blutzellen hervor, welche mit Hilfe von linien-spezifischen Markern 
identifiziert werden können (Krause et al., 1996). Hier sind z.B. die 
Oberflächenmarkerkombinationen CD3/CD4/CD8 für bestimmte T-Zellen, CD19/CD20 für 
B-Zellen, CD16/CD56 für NK-Zellen oder CD14/CD15/CD16 für myeloische Zellen zu 










Zellpopulation. Diese Zellpopulation konnte weiterhin mit Hilfe des Oberflächenmarkers 













 Population reifere 
Progenitoren zu finden (Terstappen et al., 1991; Larochelle et al., 1996). 
In den letzten zwei Jahrzenten wurden kontinuierlich neue Oberflächenmarker identifiziert, 













Fraktion in zahlreiche unterschiedliche Subpopulationen ermöglichen. Für die 
Diskriminierung hämatopoetischer Subpopulation in der Vorläuferzellfraktion wurden 
insbesondere die Oberflächenantigene CD7 (Six et al., 2007), CD10 (Galy et al., 1995), 
CD45RA (Lansdorp et al., 1990), CD49f (Notta et al., 2011), CD90 (Majeti et al., 2007), 
CD123 (Manz et al., 2002), CD133 (Yin et al., 1997) sowie CD135 (Doulatov et al., 2010) 
beschrieben. Die derzeit höchste Anreicherung multipotenter humaner HSZ (eine aus  












 (Notta et al., 2011). Eine rein phänotypische 
Identifizierung und Aufreinigung humaner HSZ ist mit Hilfe der derzeit bekannten Marker 
und Kombinationen nicht möglich. 
1.1.2. Funktionelle in vitro Differenzierungsansätze 
Ebenso wichtig und zwingend erforderlich für die Beschreibung der zuvor aufgeführten 
Oberflächenmarker war die Verfügbarkeit und die kontinuierliche Weiterentwicklung von 
sowohl in vitro als auch in vivo Nachweismethoden. Diese ermöglichten die funktionelle 
Analyse des Differenzierungspotentials der mittels ihrer Oberflächenmarker diskriminierbaren 
hämatopoetischen Subpopulationen. Da sich am Menschen aus ethischen Gründen jegliche 
Experimente verbieten, wurden für die Untersuchung humaner HSVZ überwiegend xenogene 
in vivo Mausmodelle bzw. in vitro Analysemethoden verwendet. 
Die erste funktionelle Analyse hämatopoetischer Zellen wurde 1951 von Jacobson und 
Lorenz in der Maus beschrieben und erfolgte somit bereits mehrere Jahrzehnte vor der 
Entdeckung der ersten Oberflächenmarker (Jacobson et al., 1951; Lorenz et al., 1951). Sie 




blutbildende Zellen enthält, die in letal bestrahlten Empfängermäusen das gesamte Blutsystem 
wiederherstellen können. Die transplantierten Zellen bilden zudem auf der Milz der letal 
bestrahlten Empfängermaus rote erythrozytäre sowie weiße myeloische Kolonien. Diese 
Kolonien wurden 1960 von McCulloch und Till erstmals beschrieben und werden heute als 
Colony Forming Unit-Spleen (CFU-S) bezeichnet (McCulloch und Till, 1960). Der 
ursprüngliche CFU-S Ansatz zum Nachweis koloniebildender hämatopoetischer Zellen findet 
heutzutage kaum noch Anwendung und wurde durch in vitro Differenzierungsansätze, wie 
z.B. dem nachfolgenden CFC Ansatz, ersetzt. 
In Analogie zum CFU-S Ansatz und dem Ziel der in vitro Quantifizierung von Zellen mit 
Koloniebildungspotential folgend, wurde bereits Ende der 60er Jahre der Colony Forming 
Cell (CFC) Ansatz entwickelt (Bradley und Metcalf, 1966; Worton et al., 1969). Der CFC 
Ansatz stellte die erste in vitro Analysemethode blutbildender Zellen dar und ermöglichte die 
klonale Analyse des erythrozytären, myeloischen und erythro-myeloischen 
Koloniebildungspotentials muriner sowie humaner HSVZ (Pike und Robinson, 1970; Moore 
et al., 1973). Hierzu werden zu analysierende Zellen in geringer Dichte in semisolides 
Methylcellulose-haltiges Medium ausgebracht, welches die Migration der sich teilenden 
Zellen einschränkt und folglich zur lokalen Koloniebildung führt. Die Induktion der 
Proliferation und Differenzierung in erythrozytäre, myeloische und erythro-myeloische Zellen 
erfolgt dabei über die Zugabe der Zytokine SCF, GM-CSF, IL-3 sowie Epo. Dieser mehr als 
40 Jahre alte Differenzierungsansatz wird bis heute routinemäßig in der Klinik eingesetzt und 
ermöglicht eine einfache und reproduzierbare Qualitätsanalyse von Stammzellpräparaten 
sowie die Diagnose von unterschiedlichen malignen myeloischen Erkrankungen des 
Blutsystems (Nissen-Druey et al., 2005). 
Mit dem Ziel primitive hämatopoetische Zellen mit Stammzelleigenschaften in vitro zu 
detektieren und zu quantifizieren, wurde Ende der 80er Jahre der Long-Term  
Culture-Initiating Cell (LTC-IC) Ansatz in der Arbeitsgruppe von Sutherland entwickelt 
(Sutherland et al., 1989; Sutherland et al., 1990). Dieser in vitro Ansatz basiert auf der 
Annahme, dass liniendeterminierte Progenitorzellen über den Zeitraum von fünf Wochen 
terminal ausdifferenzieren, wohingegen Zellen mit Stammzelleigenschaften bzw. 
Langzeitpotential in Kokultur mit Zellen von Stromazelllinien z.B. der murinen AFT024 ihr 
Koloniebildungspotential erhalten. Sogenannte LTC-ICs können anschließend in einem 
nachgeschalteten CFC Ansatz sekundäre myeloische Kolonien bilden. Dieser Ansatz wurde 
bis in die späten 90er Jahre mehrfach modifiziert und lange Zeit als Surrogat für die Detektion 
multipotenter HSVZ angesehen (Moore et al., 1997; Punzel et al., 1999a). Der  




die NK-Zellreifung (z.B. IL-2) zur Detektion von Zellen mit NK-Zell 
Differenzierungspotential verwendet (Miller et al., 1992). 
Eine bedeutende Errungenschaft bei der funktionellen Analyse und der Identifizierung 
primitiver hämatopoetischer Zellen stellte die Entwicklung eines xenogenen Maus-
Repopulierungsansatzes Ende der 80er Jahre dar (Kamel-Reid und Dick, 1988). Dabei 
wandern humane hämatopoetische Zellen mit Stammzelleigenschaften nach Transplantation 
in das Knochenmark immundefizienter SCID (engl. Severe Combined Immunodeficiency)-
Mäuse ein. Dort angekommen bilden sie über mehrere Monate (> 6 Monate) hinweg  
(engl. long-term reconstitution; kurz LTR) menschliche Blutzellen und Aspekte eines 
humanen Immunsystems aus (engl. engraftment). Entsprechende Vorläuferzellen werden als 
SCID-repopulierende Zellen (eng. scid-repopulating cells; kurz: SRCs) bezeichnet und gelten 
bis heute laut Literatur als multipotent. Innerhalb der letzten zwei Jahrzehnte wurden weitere 
immundefiziente Mausstämme gezüchtet, die transplantierte humane Zellen besser 
unterstützen und tolerieren. Hier zu nennen sind unter anderem die NOD/ (engl. Nonobese 
Diabetic) SCID-Maus (Shultz et al., 1995) sowie die Interleukin-2 Rezeptor gamma-Kette 
(IL-2R-γ) defiziente NOD/SCID (NSG)-Maus (Shultz et al., 2005). 
Trotz der ständigen Weiterentwicklung der Mausstämme ermöglicht der 
Repopulierungsansatz keine zuverlässige funktionelle Analyse determinierter humaner 
Vorläuferzellen ohne SRC Eigenschaften. Die Transplantation determinierter Vorläuferzellen 
führt oftmals nur zu einer kurzzeitigen (4-6 Wochen) Ausprägung menschlicher Zellen im 
Blut (engl. short-term reconstitution; kurz STR), jedoch nicht zur Einwanderung der Zellen in 
das Knochenmark und zur LTR (Zhong et al., 2005). Zudem unterstützt das Mausmodell 
keine Langzeit-Rekonstitution der erythrozytären und megakaryozytären Linien nach 
Transplantation humaner Zellen (Mazurier et al., 2003). Die Analyse determinierter humaner 
Vorläuferzellen findet entsprechend in den meisten Arbeiten überwiegend mit Hilfe von  
in vitro Analyseverfahren wie z.B. dem zuvor erwähnten LTC-IC, CFC oder NK-IC Ansatz 
statt. Zusätzlich wurden in den vergangenen Jahren z.B. Protokolle für die in vitro 
Differenzierung humaner HSVZ in Erythrozyten (Dorn et al., 2008), Megakaryozyten (Boyer 
et al., 2008), T-Zellen (La Motte-Mohs et al., 2005), B-Zellen (Sanchez-Dominguez et al., 
2012) und dendritische Zellen (Doulatov et al., 2010) entwickelt. 
1.1.3. Das klassische Modell der humanen Hämatopoese 
Bereits vor mehr als 30 Jahren - und somit noch vor der Beschreibung erster 
Oberflächenmarker - führte die überwiegend morphologische und histologische Untersuchung 




Hämatopoese. Da unreife Progenitorzellen sowie primitive Stammzellen morphologisch kaum 
voneinander zu unterscheiden sind, wurde das klassische Modell maßgeblich anhand der 
morphologischen Verwandtschaft reifer Blutzellen entwickelt. Ausgehend von einer 
multipotenten hämatopoetischen Stammzelle beschreibt das klassische Modell eine frühe 
Aufspaltung in einen lymphatischen und einen myeloischen Zweig (Abb. 1A). Entsprechend 
postuliert das Modell eine gemeinsame lymphatische Vorläuferzelle (engl. common lymphoid 
progenitor, kurz CLP), die nur T-, B- und NK-Zellen hervorbringt, wohingegen sich die 
gemeinsame myeloische Vorläuferzelle (engl. common myeloid progenitor; kurz CMP) über 
mehrere Zwischenstufen ausschließlich in Granulozyten, Makrophagen, Megakaryozyten und 
Erythrozyten differenzieren kann. Dendritische Zellen entstehen nach dem klassischen Modell 
sowohl aus der lymphatischen als auch der myeloischen Linie (nicht dargestellt). 
 
Abb. 1: Modellvorstellungen der humanen Hämatopoese 
(A) Das klassische Modell der humanen Hämatopoese beschreibt eine frühe Aufspaltung in den 
lymphatischen (common lymphoid progenitor: CLP) und den myeloischen Zweig (common myeloid 
progenitor: CMP). Granulozyten-Makrophagen Vorläufer (GMP) sowie Megakaryozyten-
Erythrozyten Vorläufer (MegE) gehören der myeloischen Linien an (Galy et al., 1995; Manz et al., 
2002). (B) Im „myeloid-basierten“ Modell findet wie im klassischen Modell eine Auftrennung in den 
lymphatischen (common myeloid-lymphoid progenitor: CMLP) und myeloischen (common myeloid-
erythroid progenitor: CMEP) Zweig statt, wohingegen in allen Linien das Granulozyten- und 
Makrophagenpotential erhalten bleibt (Katsura und Kawamoto, 2001). (C) Das „composite“ Modell 
postuliert eine Aufspaltung in den lympho-myeloischen (lymphoid-primed multipotent progenitor: 
LMPP) und myeloischen Zweig, wobei beide GMPs hervorbringen können (Adolfsson et al., 2005). 
Die erste experimentelle Beschreibung der postulierten Vorläuferzellen im humanen System 
erfolgte in den 90er Jahren unter Verwendung unterschiedlicher Oberflächenmarker und 
funktioneller in vitro und in vivo Nachweismethoden. Mit den zu dieser Zeit verfügbaren 










 Zellen aus 
dem humanen Knochenmark, die sowohl B-, NK- als auch T-Zell Differenzierungspotentiale 




myeloisches Koloniebildungspotential im CFC Ansatz zeigten (Galy et al., 1995). Diese 
Zellen entsprachen funktionell den postulierten CLPs. Einige Jahre später wurden von Manz 










 Vorläuferzellen beschrieben, die in ihrem 
Differenzierungspotential dem postulierten CMP entsprechen. Sie isolierten Zellen aus dem 
Nabelschnurrrestblut und Knochenmark, die in vitro myeloisches Langzeitpotential im  
LTC-IC Ansatz sowie erythro-myeloisches Koloniebildungspotential im CFC Ansatz 
aufwiesen, aber weder B- noch NK-Zellen hervorbrachten (Manz et al., 2002). 
1.1.4. Nachweis multipotenter humaner HSVZ 
Wie bereits zuvor erwähnt ist die Detektion und Isolierung multipotenter humaner Stamm- 
und Vorläuferzellen allein anhand der derzeit bekannten Oberflächenmarker nicht möglich. 
Der Nachweis und die Quantifizierung multipotenter Zellen erfolgt aufgrund dessen in 
Kombination mit funktionellen in vitro und/oder in vivo Analysemethoden. Ausgehend von 
dem klassischen Modell der humanen Hämatopoese weisen multipotente Stamm- und 
Vorläuferzellen ein lympho-myeloisches Differenzierungspotential auf, was z.B. anhand von 
repräsentativen Analysemethoden für den lymphatischen und myeloischen Zweig im 
sogenannten ML-IC (engl. myeloid-lymphoid-initiating-cell) Ansatz nachgewiesen werden 
kann (Punzel et al., 1999b; Giebel et al., 2006). In diesem klonalen Ansatz werden einzelne, 
zu analysierende Zellen für 14 Tage in vitro in Kokultur mit Zellen der murinen 
Stromazelllinie AFT024 expandiert und die Nachkommenschaft gleichmäßig in den 
myeloischen LTC-IC Ansatz und lymphatischen NK-IC Ansatz überführt. Zellen, deren 
Nachkommenschaft granulozytäres/myeloisches Langzeitpotential im LTC-IC Ansatz sowie 
NK-Zell Differenzierungspotential im NK-IC Ansatz aufweist, werden retrospektiv als  
ML-IC bezeichnet und sind dem klassischen Modell zufolge multipotent. 
Ein vielfach in der Literatur als Surrogat und Gold-Standard für den Nachweis multipotenter 
humaner HSVZ angesehenes Analyseverfahren ist der in vivo Repopulierungsansatz im 
NOD/SCID bzw. NSG Mausmodell (Shultz et al., 1995; Shultz et al., 2005). Humane HSVZ, 
die nach Transplantation in der Maus sowohl lymphatische B-, T- und NK-Zellen sowie 
Granulozyten und Makrophagen hervorbringen können, werden im klassischen Modell der 
humanen Hämatopoese als multipotent Zellen mit Stammzelleigenschaften angesehen.  
1.2. Wiedersprüche im klassischen Modell 
Die kontinuierliche Weiterentwicklung und Neuentwicklung der in vitro und in vivo 
Analysemethoden sowie die Entdeckung neuer Oberflächenmarker führte bereits Ende der 




dem klassischen Modell vereinbar ist. Die Beschreibung der neuen Progenitorzellen stellte 
das klassische Modell mit der binären Aufspaltung in den lymphatischen und myeloischen 
Zweig vielfach in Frage. 
Kawamoto et al. beschrieben bereits 1998 mit Hilfe klonaler in vitro Analysen die Existenz 
muriner T-Zell Progenitoren im Thymus, die partielles B-Zell- sowie myeloisches Potential 
aufwiesen, jedoch keine Megakaryozyten und Erythrozyten hervorbringen können und 
demnach nicht multipotent sind (Kawamoto et al., 1998; Lu et al., 2002). Auf dieser 
Grundlage entwickelte Kawamoto das „myeloisch-basierte“ Modell der Hämatopoese, das die 
Existenz von lympho-myeloischen Progenitoren (engl. common myeloid-lymphoid progenitor; 
kurz CMLP) ohne Megakaryozyten und Erythrozyten Potential postuliert (Katsura und 
Kawamoto, 2001). Bei diesem „myeloisch-basierten“ Modell bleibt das myeloische Potential 
(Granulozyten und Makrophagen/Monozyten) in allen Linien und Vorläuferzellen bis zur 
terminalen Spezifizierung in die reifen Zelltypen erhalten. Die im klassischen Modell der 
Hämatopoese charakteristische dichotome Linienaufspaltung ist im „myeloisch-basierten“ 
Modell nicht mehr gegeben (Abb. 1B). 
Von Adolfsson et al. wurden mit Hilfe von in vivo Repopulationsexperimenten im 
Knochenmark von adulten Mäusen Progenitorzellen mit lymphatischem T- und B-Zell- sowie 
Granulozyten-Makrophagen Potential beschrieben, die jedoch keine Megakaryozyten oder 
Erythrozyten hervorbrachten (Adolfsson et al., 2005). Der zuvor von Kawamoto als CMLP 
beschriebene Vorläufer wurde hier als LMPP (engl. lymphoid-primed multipotent progenitor) 
bezeichnet und entsteht alternativ zum CLP und CMP, wobei sich Zellen mit erythro-
megakaryozytärem Differenzierungspotential (megakaryocyte-erythrocyte progenitor; kurz: 
MkEP) auch direkt von den HSZ und nicht vom CMP abspalten können. Adolfsson 
kombinierte das klassische Modell sowie seine alternative Modellvorstellung und postulierte 
das sogenannten „composite“ Modell, das die autonome Abspaltung des MkEP von den HSZ 
vernachlässigt. Das postulierte „composite“ Modell beschreibt eine frühe Aufspaltung in die 
lympho-myeloische (LMPP) und myeloische Linie (CMP), wobei beide Zweige 
Granulozyten-Makrophagen-Vorläufer (engl. granulocyte-macrophage progenitor;  
kurz: GMP) hervorbringen können (Abb. 1C). 
Die aktuelle Beschreibung von myeloisch-determinierten murinen Progenitorzellen mit 
Langzeit-Repopulierungspotential durch Yamamoto et al., die weder vom klassischen Modell 
noch von den erwähnten alternativen Modellvorstellungen erfasst werden, wirft weitere 













 Einzelzellen sind in der Lage, langfristig gewisse Teilaspekte (z.B. nur 




wiederherzustellen. Zudem sind diese Zellen seriell transplantierbar, wandern in das 
Knochenmark der zweiten Empfängermaus ein und bringen erneut spezifisch einzelne 
hämatopoetische Linien hervor. Die bisherige Hypothese, dass nur multipotente HSZ die 
Fähigkeit zur langfristigen und seriellen Rekonstitution des Blutsystems aufweisen, ist somit 
ebenfalls kritisch zu hinterfragen. Zudem stellt die Detektion von HSVZ mit 
megakaryozytärem Differenzierungspotential und SCR-Eigenschaften erneut die 
hämatopoetischen Linienverwandtschaften in Frage. Yamamoto postuliert eine direkte 
Abspaltung megakaryozytärer Vorläufer von der HSZ/MPP und keine Zugehörigkeit zum 
erythro-myeloischen Zweig. 
Zuvor beschriebene Vorläuferzellen und die postulierte Modellvorstellungen von Kawamoto, 
Adolfsson und Yamamoto stammen überwiegend aus Experimenten im Mausmodell und 
können noch durch weitere Arbeiten ergänzt werden, die neue Linienverwandtschaften 
beschreiben (Bell und Bhandoola, 2008; Wada et al., 2008). Wie bereits eingangs erwähnt 
können jedoch nicht alle Erkenntnisse aus der murinen Hämatopoese vollständig auf das 
humane System übertragen werden. Jedoch weisen auch in vitro Daten aus unserer 
Arbeitsgruppe auf alternative Linienverwandtschaften in der humanen Hämatopoese hin. Mit 
Hilfe des zuvor erwähnten ML-IC Ansatzes, der zum retrospektiven Nachweis multipotenter 
HSVZ entwickelt wurde, konnten humane Vorläuferzellen mit Monozyten/Makrophagen und 
NK-Zell Differenzierungspotential detektiert werden (engl. Macrophage NK-cell initiating-
cell; kurz M-NK-IC), die keine Granulozyten hervorbrachten (Giebel et al., 2006). Auch hier 
wurden das klassische Modell der humanen Hämatopoese und die Aufspaltung in den 
lymphatischen und myeloischen Zweig in Frage gestellt. 
Es bleiben sowohl im „myeloisch-basierten“ als auch im „composite“ Modell der humanen 
Hämatopoese zahlreiche Fragen offen bzw. werden durch die Beschreibung neuer 
Vorläuferzelltypen neu aufgeworfen. Inwiefern die Beobachtungen aus der murinen 
Hämatopoese auch auf den Menschen übertragbar sind, bleibt abzuwarten. Hier insbesondere 
zu nennen sind z.B. die Linienzugehörigkeit der dendritischen Zellen, die genaue 
Linienaufspaltung im lymphatischen und erythro-megakaryozytärem Kompartiment oder 
auch die Abstammung der Makrophagen/Monozyten. 
Eine weitere Konsequenz aus den neuen Modellvorstellungen ist, dass die in der Literatur 
beschriebenen in vitro und in vivo Analysemethoden (ML-IC Ansatz oder NOD/SCID Maus) 
keine zuverlässige Detektion multipotenter HSVZ mehr ermöglichen (Görgens et al., 2013a). 
Der Nachweis lympho-myeloischen Differenzierungspotentials im ML-IC Ansatz ist nach den 




Ebenso kann nicht mit Sicherheit geschlussfolgert werden, dass in NOD/SCID Mäuse 
transplantierte und zur Rekonstitution führende Zellen tatsächlich Multipotenz aufweisen, da 
die Maus keine langfristige Entwicklung und den Nachweis humaner erythrozytärer und 
megakaryozytärer Linien unterstützt (Mazurier et al., 2003). Folglich ist derzeit kein in vitro 
oder in vivo Nachweisverfahren für multipotente humane HSVZ verfügbar. 
1.3. Zielsetzung 
Das primäre Ziel der vorliegenden Arbeit lag in der Entwicklung einer in vitro 
Analysemethode, die unabhängig von allen derzeitigen Modellvorstellungen der humanen 
Hämatopoese eine zuverlässige Ermittlung des Differenzierungspotentials von HSVZ auf 
Einzelzellebene ermöglicht. Die Analysemethode soll sowohl die Aufklärung bislang 
unbekannter und/oder die Bestätigung bereits beschriebener Linienverwandtschaften im 
humanen hämatopoetischen System als auch die Detektion multipotenter HSVZ ermöglichen. 
Hierzu sollen im Rahmen dieser Arbeit funktionelle in vitro Analysemethoden für den 
Nachweis von Zellen mit T-Zell-, B-Zell-, NK-Zell, Makrophagen/Monozyten, Granulozyten 
(Neutrophile, Eosinophile, Basophile), Erythrozyten-, Megakaryozyten-, sowie  
DC Differenzierungspotential adaptiert und etabliert werden. Die Analyse einer einzelnen 
Zelle in mehreren unterschiedlichen funktionellen in vitro Analysemethoden setzt die 
vorherige Expansion der Einzelzelle ohne den Verlust ihrer initialen Linienpotentiale voraus. 
Folglich sollten in vitro Kulturbedingungen definiert werden, die eine verslustfreie Expansion 
der zu analysierenden Zelle ermöglichen. 
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2. Material und Methoden 
2.1. Material 
2.1.1. Geräte, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Reagenzien 
Tab. 1: Verwendete Geräte 
Gerät Modelbezeichnung Hersteller 
CO2-Inkubator Hera Cell240 Thermo Scientific (Waltham, USA) 
Bestrahlungsgerät (Zellen) 320kV X-Ray Machine GE/Pantak (Easton Turnpike, USA) 
Durchflusszytometer FC500 (Analysegerät) Beckmann Coulter (Krefeld) 
 Software: CXP 2.2 und Kaluza 1.1  
 FACS Aria I (Zellsortierer) BD Biosciences (San Jose, CA, USA) 
 Software: Diva 6.1.2  
Einfrierhilfe Typ 5100 Nalgene (Waltham, USA) 
Fluorometer GENios Tecan (Männedorf, Schweiz) 
Geldokumentationsgerät  Fusion FX7 Vilber Lourmat (Eberhardzell) 
Heizblock HX-2 PeQLab (Erlangen) 
Mikroskope CKX41 Olympus (Hamburg) 
 Axio Observer Z1 Zeiss (Jena) 
 Axio Vert.A1 Zeiss (Jena) 
 Software: AxioVision Rel 4.8  
PCR-Gerät GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems (Carlsbad, USA) 
Spektralphotometer NanoDrop 1000 PeQLab (Erlangen) 
Thermocycler GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems (Carlsbad, USA) 
Waage MP-300 Citizen 
Zellkulturbank HERAsafe KS12  Thermo Scientific (Waltham, USA) 
Zentrifugen 5810R Eppendorf (Hamburg) 
  5424 Eppendorf (Hamburg) 
 
Tab. 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Hersteller 
Cryomolds Sakura Finetek (Alphen aan den Rijn, Niederlande) 
Einfrierröhrchen (2 ml)  Greiner (Frickenhausen) 
Einmalspritzen (1 ml, 5 ml, 20 ml)  Braun (Melsungen) 
Filter (0,22 und 0,45 μm Porengröße)  Corning (New York, NY, USA) und TPP 
(Trasadingen, Schweiz) 
Flachbodenplatten (6er, 24er, 96er)  Greiner (Frickenhausen) 
MACS Separationssäulen (LS, MS)  Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 
Pipettenspitzen  Starlab (Ahrensburg) und PeQLab (Erlangen) 
Polypropylen-Röhrchen (14 ml, 50 ml)  BD Biosciences (San Jose, CA, USA) 
Polypropylen-Rundbodenröhrchen (5 ml)  BD Biosciences (San Jose, CA, USA) 
Reagenzien-Reservoir  Corning (New York, NY, USA) 
Reaktionsgefäße (0,5-2 ml)  Eppendorf (Hamburg) 
Stabpipetten (5, 10, 25, 50 ml)  Greiner (Frickenhausen) 
Zellkulturflaschen (25, 75 , 175 cm2)  Greiner (Frickenhausen) 
Zellsieb (40 μm Porengröße)  Partec (Münster) 
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Tab. 3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien 
Chemikalie/Reagenz Hersteller 
Agarose Biozym (Hessisch Oldendorf) 
Alizerin Rot Roth (Karlsruhe) 
Alcian Blue Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Ampicillin Roth (Karlsruhe) 
BD ITS BD Biosciences (San Jose, CA, USA) 
Biocoll Separating Solution Biochrom (Berlin) 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
DAPI (4´,6-Diamidin-2-phenylindol) Invitrogen (Karlsruhe) 
Dexamethason Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Wak-Chemie (Steinbach) 
Doxyzyklin Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Ethanol Roth (Karlsruhe) 
Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe) 
Gelatine Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Glycerin Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Beta-Glycerolphosphat Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
IMBX (Isobutylmethylxanthine) Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Indomethacin Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Isopropanol Roth (Karlsruhe) 
Kanamycin Roth (Karlsruhe) 
Kollagen Typ1+4 BD Biosciences (San Jose, CA, USA) 
L-Prolin Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Lysepuffer (Erythrozytenlyse) BD Biosciences (San Jose, CA, USA) 
Manganchlorid Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Matrigel
TM
 Basement Membrane Matrix BD Biosciences (San Jose, CA, USA) 
Methocult H4434 Classic Stemcell Technologies (Vancouver, Kanada) 
MOPS (3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure) Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Nukleasefreies Wasser Ambion (Austin, TX, USA) 
OilRedO Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
PBS (Phosphat buffered saline) Invitrogen (Karlsruhe) 
Propidiumiodid Baack Labor (Schwerin) 
Puromyzin Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Restriktionsenzyme New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) 
RNAse A AppliChem (Darmstadt) 
Trypanblau Invitrogen (Karlsruhe) 
Trypsin Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
Vectashield Mounting Medium Vector (Burlinggame, USA) 
Nicht gesondert aufgeführte Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich (Taufenkirchen) 
bezogen. 
2.1.2. Zellkulturmedien und Medienzusätze 
Tab. 4: Verwendete Zellkulturmedien 
Bezeichnung Firma 
alpha-MEM Promocell (Heidelberg), Lonza (Basel, Schweiz) 
EGM-2 Lonza (Basel, Schweiz) 
DMEM (1 g/l Glucose) PAA (Pasching, Österreich), Lonza (Basel, Schweiz) 
DMEM (4,5g/l Glucose) PAA (Pasching, Österreich), Invitrogen (Karlsruhe) 
Ham´s F12 Biochrom (Berlin) 
IMDM Lonza (Basel, Schweiz) 
RPMI1640 PAA (Pasching, Österreich) 
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Tab. 5: Verwendete Seren für die Zellkultur 
Bezeichnung Firma 
Fetales Rinderserum (FBS) Biochrom (Berlin), PAA (Pasching, Österreich) 
FBS für Langzeitkultur Stemcell Technologies (Vancouver, Kanada) 
FBS für den CFC Ansatz Stemcell Technologies (Vancouver, Kanada) 
Humanes AB-Serum Lonza (Basel, Schweiz) 
Humanes AB-Serum Eigene Herstellung 
Pferdeserum Stemcell Technologies (Vancouver, Kanada) 
 
Humanes Plättchenlysat (PL) 
Humanes PL wurden aus leukozytendepletierten, bestrahlten Apherese-Thrombozyten-
konzentraten nach Ablauf der Lagerungsfrist von vier Tagen nach Spende hergestellt. Die 
Konzentrate wurden bei -20°C eingefroren, aufgetaut und entstandene 
Thrombozytenfragmente durch Zentrifugation bei 3200 x g für 1 Stunde pelletiert. Der 
Überstand von 80 individuellen Thrombozytenkonzentraten wurden vereinigt, in 50 ml 
Aliquots abgefüllt und bei -20°C gelagert (Denecke et al., 2013). 
 
Tab. 6: Verwendete Zytokine 
Bezeichnung Firma 
Erythropoietin (NeoRecormon; EPO) Roche (Basel, Schweiz) 
epidermal growth factor (EGF) PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA) 
fibroblast growth factor (FGF) PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA) 
Fms-related tyrosine kinase 3-Ligand (Flt3-L) Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 
insulin-like growth factor (IGF-1) PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA) 
Insulin Sigma-Aldrich (Taufenkrichen) 
Interleukin 2 (IL-2) PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA) 
Interleukin 3 (IL-3) PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA) 
Interleukin 6 (IL-6) PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA) 
Interleukin 7 (IL-7) PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA) 
Interleukin 15 (IL-15) PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA) 
stem cell factor (SCF) Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 
transforming growth factor beta (TGF-β1) PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA) 
transforming growth factor beta (TGF-β3) PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA) 
Thrombopoietin (TPO) Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 
vascular endothelial growth factor (VEGF) PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA) 
 
Tab. 7: Verwendete Medienzusätze 
Bezeichnung Firma 
2-Mercaptoethanol Invitrogen (Karlsruhe) 
Ethanolamin Invitrogen (Karlsruhe) 
Gentamycin Lonza (Basel, Schweiz) 
Insulin Sigma-Aldrich (Taufenkrichen) 
L-Ascorbinsäure Invitrogen (Karlsruhe) 
L-Glutamin Invitrogen (Karlsruhe) 
Methylzellulose Sigma-Aldrich (Taufenkrichen) 
Natrium-Pyruvat Sigma-Aldrich (Taufenkrichen) 
Penicillin/Streptomycin (P/S) Invitrogen (Karlsruhe) 
Rinder-Serumalbumin (BSA) Roth (Karlsruhe) 
Selen Invitrogen (Karlsruhe) 
Transferrin R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) 
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2.1.3. Kits und Assays 
Tab. 8: Verwendete Kits und Assays 
Bezeichnung Firma 
Endofree Plasmid Maxi Kit Qiagen (Hilden) 
Flow-Count Fluorospheres Beckman Coulter (Krefeld) 
High Capacity cDNA RT Kit Applied Biosystems (Carlsbad, USA) 
MBC CD34 Micro Bead Kit human Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach) 
PKH67 Sigma-Aldrich (Taufenkirchen) 
RNeasy Micro Kit Qiagen (Hilden) 
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Promega (Madison, WI, USA) 
 
2.1.4. Antikörper und Seren 
Tab. 9 Verwendete konjugierte Antikörper zur Analyse humaner Zellen 
Spezifität Konjugat Klon Hersteller 
CD2 PE S5.2 Beckman Coulter 
CD3 FITC SK3 BD Biosciences 
CD3 APC UCHT-1 Immuno Tools 
CD4 PE RPA-T4 BD Biosciences 
CD7 FITC MEM-186 Exbio 
CD8 FITC HIT8a BD Biosciences 
CD10 PE ALB1 Beckman Coulter 
CD13 FITC SJ1D1 Beckman Coulter 




HI98 BD Biosciences 
CD16 PE 3G8 BD Biosciences 
CD19 FITC 4G7 BD Biosciences 
CD19 PE-Cy5 HIB19 BD Biosciences 
CD19 ECD LT19 Beckman Coulter 
CD20 FITC L27 BD Biosciences 
CD29 FITC K20 Immunotech 
CD31 FITC WM59 BD Biosciences 
CD31 PE MEM-05 Exbio 
CD33 PE HIM3-4 Exbio 
CD34 FITC 581 Miltenyi Biotec 
CD34 ECD 581 Beckman Coulter 
CD34 PE-Cy5 581 BD Biosciences 
CD34 PE-Cy7 581 BD Biosciences 




HIT2 BD Biosciences 
CD41 PE P2 Beckman Coulter 
CD44 FITC J.173 Immunotech 
CD44 APC 1219 BD Biosciences 
CD45 FITC 5B1 Miltenyi Biotec 
CD45 PE J33 Beckman Coulter 
CD45 APC 2D1 BD Biosciences 
CD45 PE-Cy7 J33 Beckman Coulter 
 
Spezifität Konjugat Klon Hersteller 
CD45RA PE-Cy7 HI100 Biolegend 
CD49f FITC NK-GoH3 EuroBioScience 
CD49f PE GoH3 BD Biosciences 
CD54 FITC 84H10 Immunotech 




B159 BD Biosciences 
CD61 FITC SZ21 Beckman Coulter 
CD66b FITC 80H3 Beckman Coulter 
CD71 FITC YDJ1.2 Beckman Coulter 
CD73 PE AD2 BD Biosciences 
CD90 FITC 2G5 Immunotech 
CD90 PE F15-42-1-5 Beckman Coulter 
CD102 PE CBR-1C2/2 BD Biosciences 
CD105 FITC SN6/N1-3A1 Ancell 
CD116 PE 4H1 Biolegend 
CD133 PE AC133 Miltenyi Biotec 
CD133 APC AC133 Miltenyi Biotec 
CD135 PE ACT35 BD Biosciences 
CD144 PE TEA1/31 Immunotech 
CD146 FITC P1H12 eBioscience 
CD146 PE TEA1134 Beckman Coulter 
CD151 PE 14A2.H1 BD Biosciences 
CD164 FITC N6B6 BD Biosciences 
CD166 PE 3A6 BD Biosciences 
CD235a PE HIR2 BD Biosciences 
CD252 PE Ik-1 BD Biosciences 
CD271 FITC ME20.4-1H4 Miltenyi Biotec 
CD309 FITC 89106 R&D Systems 
vWF FITC  AbD Serotec 
Ulex FITC  
Lifespan 
Bioscience 
    
    
 
 
Tab. 10: Verwendete unkonjugierte Antikörper 
Primärer Antikörper Spezies Verdünnung Klon Firma 
vWF Maus anti Mensch 1:200 polyklonal BD 
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Tab. 11: Verwendete sekundäre Antikörper 
Sekundäre Antikörper Spezies Verdünnung   Firma 




Tab. 12: Verwendete Seren für immunzytologische Färbungen 
Seren Stock Verdünnung   Firma 





Alle in der nachfolgenden Tabelle aufgeführten Primersequenzen wurden der Literatur 
entnommen (van Dongen et al., 2003). 
Tab. 13: Primer für die Detektion des VDJ-Rearrangements 
Nummer Bezeichnung Sequenz 
856 Vγlfw GGA AGG CCC CAC AGC RTC TT 
857 Vγ10fw AGC ATG GGT AAG ACA AGC AA 
858 Vγ9 fw  CGG CAC TGT CAG AAA GGA ATC 
859 Vγ11 fw  CTT CCA CTT CCA CTT TGA AA 
860 Jγ1.1/2.1 rev TTA CCA GGC GAA GTT ACT ATG AGC 
861 Jγ1.3/2.3 rev GTG TTG TTC CAC TGC CAA AGA G 
 
2.1.6. Zellkulturmedien 
Die verwendeten Zellkulturmedien wurden unter sterilen Bedingungen angesetzt. Alle 
Medien außer EBM-2 enthielten zur pH-Kontrolle Phenolrot (pKs= 7,4). 
 
2.1.6.1. Medien für Zelllinien, Primärzellen und Kokulturen 
Tab. 14: Zusammensetzung der Zellkulturmedien für Zelllinien 
Medium für AFT024-Zellen Medium für MS-5-Zellen Medium für 5637-Zellen 
20 % FBS 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
in DMEM (1 g/l Glucose) 
(Moore et al., 1997) 
10 % FBS 
1 % Natrium-Pyruvat 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
in alpha-MEM 
(Itoh et al., 1989) 
10 % FBS 
100 U/ml 
Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
in RPMI1640 
(Myers et al., 1984) 
   
Medium für OP9-GFP /  
OP9-DL1-Zellen Medium für HEK293T-Zellen  
20 % FBS 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
in alpha-MEM 
(Kodama et al., 1994) 
10 % FBS 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
in DMEM (4,5 g/l Glucose) 
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Tab. 15: Zusammensetzung der Zellkulturmedien für Primärzellen 
Endotheliale Zellen Hämatopoetische CD34
+
 Zellen 
5 % humanes Thrombozytenlysat 
EGM2-Zusätze bestehend aus: 
EGF, FGF, R-IFG-1, VEGF, Hydrocortison, 
Heparin, Ascorbinsäure, Gentamycin und 
Amphotericin B (alles Zusätze ohne 
Konzentrationsangabe des Herstellers) 
in EBM-2 
(Reinisch und Strunk, 2009; Denecke et al., 
2013) 
20 % FBS 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
10 ng/ml SCF 
10 ng/ml Flt3-L 
10 ng/ml TPO 
in IMDM 
(Giebel et al., 2004) 
 
  
Mesenchymale Zellen  
10 % humanes Thrombozytenlysat 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
in DMEM (1 g/l Glucose) 
(Shih et al., 2011)  
 
Tab. 16: Zellkulturmedien für die Kokultur hämatopoetischer und primärer stromaler Zellen 
CD34
+




 Zellen mit endothelialen Stromazellen 
10 % FBS 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
10 ng/ml SCF 
10 ng/ml Flt3-L 
10 ng/ml TPO 
in IMDM 
10 % FBS 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
10 ng/ml SCF 
10 ng/ml Flt3-L 
10 ng/ml TPO 
10 ng/ml EGF 
10 ng/ml FGF 
in IMDM 
 
2.1.6.2. Medien für die in vitro Differenzierung von HSVZ  
Tab. 17: Zellkulturmedien für die in vitro Differenzierung von HSVZ 
LTC-IC Medium CFC Medium für LTC-IC 
12,5 % FBS für Langzeitkultur 
12,5 % Pferdeserum 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
in IMDM 
(Sutherland et al., 1990) 
30 % FBS für CFC Ansatz 
1,2 % Methylzellulose 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
10 % Zellkulturüberstand der Zelllinie 5637 
100 µM 2-Mercaptoethanol 
in IMDM 
(Myers et al., 1984; Punzel et al., 1999b) 
  
Erythrozyten Differenzierungsmedium Megakaryozyten Differenzierungsmedium 
15 % FBS 
1 % BSA 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
100 µM 2-Mercaptoethanol 
0,128 mg/ml Transferrin 
1000 U/ml Eryhtropoietin 
10 ng/ml SCF (nur d1-6) 
40 ng/ml R3-IGF (nur d1-6) 
1 µg/ml Insulin (nur d1-6) 
in DMEM (4,5 g/l Glucose) 
(Dorn et al., 2008) 
5 % BSA 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
100µM 2-Mercaptoethanol 
10 µg/ml Insulin 
200 ng/ml Transferrin 
50 ng/ml TPO 
10 ng/ml IL-3 
10 ng/ml IL-6 
in IMDM 
(modifiziertes Medium des MegaCult® Ansatzes 
nach StemCell Technologies) 
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NK-IC Medium T-Zell Differenzierungsmedium 
20 % humanes AB-Serum 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
20 µg/ml Ascorbinsäure 
50 µM Selen 
5µM 2-Mercaptoethanol 
50 µM Ethanolamin 
1000 U/ml IL-2 
5 ng/ml IL-3 (nur d1-6) 
20 ng/ml IL-7(nur d1-6) 
10 ng/ml Flt3-L (nur d1-6) 
20 ng/ml SCF (nur d1-6) 
in DMEM (4,5 g/l Glucose) / Ham´sF12 im 
Mischungsverhältnis 2:1 
(Punzel et al., 1999b) 
20 % FBS 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
5 ng/ml Flt3-L 
5 ng/ml IL-7 
10 ng/ml SCF 
in alpha-MEM 
(Schmitt und Zuniga-Pflucker, 2002) 
(La Motte-Mohs et al., 2005) 
  
Zytotoxizitätstest, Aktivierungstest von NK-
Zellen  
10 % FBS 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 




2.1.6.3. Medien für die in vitro Differenzierung von mesenchymalen 
Stromazellen 
Adipogenese induzierendes Medium Adipogenese erhaltendes Medium 
10 % FBS 
1 % Natriumpyruvat 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
1 µM Dexamethason 
200 µM Indomethacin 
in DMEM (4,5 g/l Glucose) 
(Hemeda et al., 2010) 
10 % FBS 
1 % Natriumpyruvat 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
1 µM Dexamethason 
200 µM Indomethacin 
2 µM Insulin 
500 µM IBMX 
in DMEM (4,5 g/l Glucose) 
(Hemeda et al., 2010) 
  
Osteogenese induzierendes Medium Chondrogenese induzierendes Medium 
10 % FBS 
1 % Natriumpyruvat 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
0,1 µM Dexamethason 
10 mM beta-Glycerolphosphat 
300 µM Ascorbinsäure 
in DMEM (4,5 g/l Glucose) 
(Hemeda et al., 2010) 
 
10 % FBS 
1 % Natriumpyruvat 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin 
100 U/ml L-Glutamin 
0,1 µM Dexamethason 
1 mM L-Prolin 
10 µg/ml TGF-beta3 
200µl BD ITS 
in DMEM (4,5 g/l Glucose) 








Für alle aufgeführten molekularbiologischen Arbeiten wurde der Bakterienstamm E. coli One 
Shot Top10 von Invitrogen mit dem Genotyp F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara- leu)7697 galU galK rpsL(StrR) endA1 
nupG verwendet. 
2.1.8. Zelllinien 
Sofern nicht anders beschrieben, wurden die aufgeführten Zelllinien bei 37°C und 5 % CO2 
kultiviert. Die Zusammensetzung der Zelllinien-spezifischen Medien befinden sich unter 
Punkt 2.1.6.1. 
AFT024 
Die murine Zelllinie AFT024 wurde 1997 von Moore aus der fötalen Leber isoliert (Moore et 
al., 1997). Die Zelllinie eignet sich für die Kokultivierung und den Erhalt primitiver humaner 
hämatopoetischer Zellen über einen Zeitraum von mehr als 7 Wochen. Zudem unterstützt sie 
die in vitro NK-Zell Differenzierung von CD34
+
 Zellen (Punzel et al., 1999b). Aufgrund 
dieser Eigenschaften wird sie zur Identifikation hämatopoetischer Zellen mit in vitro 
Langzeitpotential im LTC-IC, NK-IC und ML-IC eingesetzt. Die adhärent wachsenden 
Stromazellen wurden bei 33°C und 5 % CO2 kultiviert, bei einer Konfluenz von 80-90 % 
trypsiniert und im Verhältnis von 1:5 bis 1:6 gesplittet. 
MS-5 
Für die Etablierung der murinen Zelllinie MS-5 wurden 1989 von Itoh et al. adhärent 
wachsende, fibroblastoide Langzeit-Knochenmarkzellen aus C3H/HeNSlc Mäusen bestrahlt 
(Itoh et al., 1989). Die Stromazelllinie wird von einigen Gruppen für die in vitro  
B-Zelldifferenzierung verwendet (Berardi et al., 1997; Yoshikawa et al., 2000; Hirose et al., 
2001). Die adhärent wachsenden Stromazellen wurden bei einer Konfluenz von 80-90 % 
trypsiniert und im Verhältnis von 1:5 bis 1:6 gesplittet. 
5637 
Die humane Blasenzellkarzinomzelllinie 5637 produziert und sekretiert eine Vielzahl von 
Wachstumsfaktoren wie z. B. IL-6, G-CSF und SCF (Myers et al., 1984). Die im 
Zellkulturüberstand enthaltenen Wachstumsfaktoren regen humane hämatopoetische 
Progenitorzellen zur Koloniebildung und Differenzierung an (McNiece et al., 1989). 
Verwendung findet der Kulturüberstand bei der Herstellung von Methylzellulosemedium, das 
im LTC-IC Assays eingesetzt wird. Hierfür werden die adhärent wachsenden 5637-Zellen bis 
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zur vollständigen Konfluenz kultiviert und anschließend das Medium durch IMDM mit 20 % 
FBS (für CFC Assays) ersetzt. Für die Produktion der Zellkulturüberstände werden insgesamt 
mindestens zehn 175 cm² Zellkulturflaschen mit jeweils 30 ml Zellkulturmedium angesetzt. 
Nach 6 Tagen Kultur wird der Überstand abgenommen, vereint, sterilfiltriert, aliquotiert und 
bei -20°C bis zur Verwendung gelagert. 
OP9-GFP und OP9-DL1 
Die murine Stromazelllinie OP9 wurde von Kodama et al. 1994 aus der Schädeldecke einer 
neugeborenen Maus isoliert (Kodama et al., 1994) und wird für Kokultur-Versuche mit 
humanen HSVZ verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien OP9-GFP und  
OP9-DL1 wurden durch Transduktion mit für GFP bzw. Delta-Like 1 (DL1)-GFP 
kodierenden retroviralen Konstrukten verändert (Schmitt und Zuniga-Pflucker, 2002). Die 
Stromazelllinie OP9-DL1 wird von verschiedenen Arbeitsgruppen für die Induktion der  
in vitro T-Zelldifferenzierung verwendet (La Motte-Mohs et al., 2005). Die adhärent 
wachsenden Stromazellen wurden bei einer Konfluenz von 80-90 % trypsiniert und im 
Verhältnis von 1:5 bis 1:6 gesplittet. 
HEK293T 
HEK293-Zellen wurden 1977 von Alex Van der Eb aus humanen embryonalen Nierenzellen 
(human embryonic kidney) gewonnen und durch Transfektion mit DNA des Adenovirus Typ5 
immortalisiert (Graham et al., 1977). HEK293T-Zellen exprimieren zusätzlich stabil das 
large-T Antigen des Simian Virus 40 (SV40 TAg), das die DNA-Replikation von episomalen 
Plasmiden mit SV40 TAg-Replikationsursprung ermöglicht (DuBridge et al., 1987). 
HEK293T-Zellen wurden zur Produktion von virushaltigem Überstand verwendet. Die 
adhärent wachsenden Stromazellen wurden bei einer Konfluenz von 80-90 % trypsiniert und 
im Verhältnis von 1:10 gesplittet. 
2.1.9. Primärzellen 
Alle Versuche mit humanem Zellmaterial wurden mit Genehmigung der Ethikkommission der 
Universität Essen durchgeführt. 
Die Abnahme der Nabelschnurrestblute und Nabelschnüre erfolgte in der Klinik für 
Frauenheilkunde und Geburtshilfe unter der Leitung von Prof. Dr. Rainer Kimmig. 
Die verwendeten Knochenmarkproben (Rückstellproben) gesunder Spender wurden von der 
Klinik für Knochenmarktransplantation unter der Leitung von Prof. Dr. Dietrich W. Beelen 
zur Verfügung gestellt. Weitere Knochenmarkproben von Patienten mit peripheren 
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Verschlusskrankheiten wurden aus der Klinik für Angiologie unter der Leitung von Dr. med. 
E. Brock zur Verfügung gestellt. 
Mesenchymale und endotheliale Stromazellen aus der humanen Plazenta wurden in 
Kooperation mit dem Institut für Medizinische Biotechnologie unter der Leitung von Prof. Dr. 
E. Winterhager isoliert. 
Stromazellen aus der humanen embryonalen Aorta-Gonado-Mesonephros (AGM) Region 
wurden von Dr. Bing Liu aus dem Institut für „Basic Medical Science“ in Peking (China) zur 
Verfügung gestellt. 
2.2. Methoden 
2.2.1. Zellbiologische Methoden 
2.2.1.1. Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Für die Lagerung lebender muriner und humaner Zellen wurden diese pelletiert, in dem 
Zelltyp-spezifischen Medium resuspendiert (siehe 2.1.6.1) und im Verhältnis 1:1 mit 
Einfriermedium (80 % FBS, 20 % DMSO) gemischt (Lovelock und Bishop, 1959). Jeweils  
1 ml der Zellsuspension wurde zügig in 2 ml Einfrierröhrchen überführt und mit Hilfe einer 
Isopropanol gefüllten Einfrierhilfe, die das gleichmäßige Einfrieren mit der Rate von 1°C/min 
ermöglicht, bei -80°C eingefroren. Eine langfristige Lagerung der eingefrorenen Zellen 
erfolgte bei -196°C in Stickstoff-Tanks. 
Zum Auftauen der Zellen wurden die Einfrierröhrchen im Wasserbad bei 37°C erwärmt und 
die Zellen in 15-20 ml vorgewärmtes Medium überführt. Die Zellen wurden anschließend bei 
900 x g pelletiert, in frischem Zellkulturmedium resuspendiert und in entsprechende 
Zellkulturgefäße überführt. Nach 24 Stunden wurde das Medium vollständig ausgetauscht, 
um tote Zellen aus der Kultur zu entfernen. 
2.2.1.2. Kultivierung von Zellen 
Sofern nicht anders beschreiben, wurden alle in dieser Arbeit verwendeten murinen und 
humanen Zellen bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Detaillierte Informationen zu den 
verwendeten Zellen sowie den entsprechenden Zellkulturmedien sind unter Punkt 2.1.6.1, 
2.1.8 und 2.1.9 zu finden. 
2.2.1.3. Hämatopoetische Stamm- und Vorläuferzellen 
Isolierung mononukleärer Zellen aus Nabelschnurrestblut und Knochenmark 
Zur Isolierung mononukleärer Zellen (MNZ) aus dem Nabelschnurrestblut („cord blood“ = 
CB) und Knochenmark („bone marrow“ = BM) wurden 15 ml Ficoll-Trennlösung (Dichte 
1,077 g/ml) mit 35 ml CB/BM überschichtet und für 20 Minuten bei Raumtemperatur (RT), 
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900 x g und deaktivierter Bremsfunktion zentrifugiert. Nach der Dichtezentrifugation können 
vier Phasen unterschieden werden. Erythrozyten und Granulozyten befinden sich aufgrund 
ihrer höheren Dichte (>1,077 g/ml) in der untersten, roten Phase. Durch eine klare Ficoll-
Phase getrennt befindet sich darüber die weißlich, trübe Interphase mit den MNCs, die 
hauptsächlich Lymphozyten, Monozyten, Thrombozyten und HSVZ enthält. Die oberste, 
gelbliche Phase beinhaltet das Plasma. 
Die Interphase wurde mit einer 25 ml Stabpipette vorsichtig abgezogen, in ein neues 50 ml 
Spitzbodenröhrchen überführt, mit PBS auf 50 ml aufgefüllt und bei 650 x g für 5 min 
zentrifugiert. Der Überstand mit den Thrombozyten wurde verworfen, die pelletierten MNZs 
in 25 ml 4°C kaltem NH4Cl-Puffer, welcher zur osmotischen Lyse residualer Erythrozyten 
führt, resuspendiert und die Suspension für 7 min bei 4°C im Kühlschrank inkubiert. Die Lyse 
wurde durch Zugabe von 25 ml PBS gestoppt, die Suspension bei 900 x g zentrifugiert und 
die pelletierten MNZs in 25 ml frischem PBS resuspendiert. Zur Zellzahlbestimmung und 
durchflusszytometrischen Bestimmung des CD34
+
-Zellgehaltes wurden jeweils 100 µl der 
Zellsuspension abgenommen (Giebel et al., 2004). 
Magnetische Zellseparation („Magnetic assisted cell sorting“ MACS) 
Die Voranreicherung von CD34
+
-Zellen aus der MNZ-Fraktion von Nabelschnurrestblut 
erfolgte mittels magnetischer Zellseparation (Miltenyi et al., 1990). Hierfür wurden MNZs 
pelletiert und in 300-500 µl MACS-Puffer (0,1 % BSA, 2 mM EDTA in PBS) und 100 µl  
Fc-Rezeptor Blockingreagenz (MBC CD34 Micro Bead Kit human, MiltenyiBiotec) 
resuspendiert. Pro 1x10
8
 MNZs wurden der Zellsuspension 40 µl anti-CD34-Antikörper, die 
mit ferromagnetischen Partikeln konjugiert sind, zugesetzt (MBC CD34 Micro Bead Kit 
human, Miltenyi Biotec) und für 30-40 min bei 4°C inkubiert. Um ungebundenen Antikörper 
zu entfernen, wurden die Zellen auf 50 ml mit MACS-Puffer aufgefüllt und bei 900 x g für  
5 min zentrifugiert. Pelletierte Zellen wurden in 500 µl MACS-Puffer resuspendiert und über 
einen 40 µm Filter auf die zuvor mit MACS-Puffer equilibrierte Separations-Säule in einem 
starkes Magnetfeld (Midimacs Separation Unit, MiltenyiBiotec) gegeben. Die Säule wurde  
2-3 Mal mit einem Säulenvolumen MACS-Puffer gespült, wodurch die meisten unmarkierten 
Zellen (CD34
-
) das Magnetfeld passieren und durch die Säule in den Durchlauf gelangen. Die 
Antikörper-markierten Zellen (CD34
+
) verbleiben durch das starke Magnetfeld in der Säule 
und wurden anschließend außerhalb des Magnetfeldes mit 2 Säulenvolumen MACS-Puffer 
eluiert. Von dem Durchlauf und Eluat wurden zur Zellzahlbestimmung und 
durchflusszytometrischen Bestimmung des CD34
+
-Zellgehaltes Proben entnommen. 
 













 je Vertiefung bei 37°C, 5 % CO2 in Zelltyp-spezifischem Medium (siehe 2.1.6.1) 
kultiviert. Je Vertiefung wurden 500 µl Medium verwendet und alle 3-4 Tage zur Hälfte 
ausgetauscht. Ab einer Zelldichte der Nachkommenschaft von mehr als  
2x10
5
 Zellen/Vertiefung wurden die Zellen auf mehrere Vertiefungen aufgeteilt. 
2.2.1.4. Gewinnung von MSZ 
Zur Gewinnung humaner mesenchymaler Stamm-/Stromazellen aus dem Knochenmark 
gesunder Spender und Patienten mit peripheren Verschlusskrankheiten wurde die MNZ 
Fraktion des Knochenmarks entsprechend der vorhergehenden Dichtezentrifugationsanleitung 
aufgearbeitet (siehe 2.2.1.3). Nur nach der Dichtezentrifugation des Knochenmarks wurde 
oberhalb der Serum/Thrombozyten-Phase eine weitere aus Fett und Knochenfragmenten 
bestehende Phase abgenommen und gesammelt. 





 MNZs bzw. 1 ml unverarbeitetes Vollknochenmark je Vertiefung in 3 ml 
MSZ-Medium (siehe 2.1.6.1) ausplattiert. Das gesammelte Fett wurde entsprechend der 
Menge auf 3-6 Vertiefungen der 6er Flachbodenplatte aufgeteilt und mit 3 ml MSZ-Medium 
(siehe 2.1.6.1) überschichtet. Nach 24 Stunden wurde das Medium vollständig ausgetauscht 
und nicht adhärent wachsende und tote Zellen durch mehrfaches Waschen mit PBS aus der 
Kultur entfernen. Das Zellkulturmedium wurden anschließend alle 3-4 Tage zu 50 % 
ausgetauscht. Erste Kolonien mesenchymal-artiger Zellen fanden sich nach 7-14 Tagen 
(modifiziert nach Doucet et al., 2005). 
Eine weitere Steigerung der Effizienz bei der Isolierung und Anzucht von mesenchymalen 
Zellen aus dem Knochenmark oder anderen Zellquellen kann durch die Verwendung von 
EGM-2 Medium innerhalb der ersten 24 Stunden nach Aussaht erreicht werden. Die 
Anschließende Kultivierung der MSZ findet in MSZ-Medium statt. 
2.2.1.5. Gewinnung von arteriellen und venösen MSZ aus der Nabelschnur 
Zur Anzucht von humanen MSZ aus der Arterie und Vene wurden Nabelschnüre verwendet. 
Die Nabelschnur wurde vor der Verarbeitung in PBS mit 0,1 % BSA und 2 mM EDTA für 
maximal 24 Stunden gelagert. Metallkanülen wurden in die Vene und Arterien eingeführt und 
vor der Präparation zweimal mit warmen PBS durchspült, um restliches Blut zu entfernen. 
Die Nabelschnur wurde anschließend in Stücke von etwa 5 cm Länge zugeschnitten, 
Metallkanülen in Vene und Arterien eingeführt und mit Skalpell und Pinzette umliegendes 
Gewebe von den Gefäßen entfernt. Präparierte Venen und Arterien wurden in Stücke von 
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etwa 2-3 mm Größe zugeschnitten und jeweils 5 Gefäßfragmente pro Vertiefung einer 6er 
Flachbodenplatte mit ausreichend Abstand voneinander auf das trockene Plastik überführt. 
Die Platten wurden anschließend für 5-10 Minuten im Luftzug der Sterilbank mit geöffnetem 
Deckel stehen gelassen. Anschließend wurden die angetrockneten Gefäßfragmente mit 3 ml 
MSZ-Medium (siehe 2.1.6.1) überschichtet. Das Zellkulturmedium wurden alle 3-4 Tage zu 
50 % ausgetauscht und abgelöste Gefäßfragmente aus der Vertiefung entfernt. Erste Kolonien 
mesenchymal-artiger Zellen konnten nach 10-14 Tagen beobachtet werden (modifiziert nach 
Reinisch und Strunk, 2009). 
2.2.1.6. Gewinnung von MSZ und endothelialen Vorläuferzellen aus der 
Plazenta 
Die Anzucht von humanen MSZ und endothelialen Vorläuferzellen aus der Plazenta erfolgte 
in Kooperation mit dem Institut für Medizinische Biotechnologie unter der Leitung von Prof. 
Dr. E. Winterhager. Die Plazenten gesunder Spender wurden von der Klinik für 
Frauenheilkunde und Geburtshilfe unter der Leitung von Prof. Dr. Rainer Kimmig zur 
Verfügung gestellt und bis zur Verarbeitung in 4°C in PBS versetzt mit 1500 U/l Heparin und 
100 U/ml Penicillin/Streptamycin gelagert. Der Amnionsack sowie Großteile der maternalen 
Plazenta (Dezidua) wurden vor der Gewinnung der Zellen entfernt. Die Nabelschnur wurde 
auf eine Länge von 3-4 cm gekürzt und für die Perfusion der plazentalen Gefäße eine Kanüle 
in die Vene der Nabelschnur eingeführt. Während der Perfusion der Plazenta mit 6 ml / min, 
auf 37°C vorgewärmtem PBS wurden verbleibende maternalen Gewebe aus den Kotyledonen 
(mit maternalem Blut gefüllte intervillöse Räume) entfernt und die Chorionzotten (stark 
vaskularisierte, fingerförmige Ausstülpungen) freigelegt. Verbleibende hämatopoetische 
Zellen wurde durch erneute Perfusion mit 2 l DMEM Basalmedium entfernt.  
Zur Gewinnung der MSCs und endothelialen Vorläuferzellen wurde die Plazenta mit 600 ml 
DMEM, 0,125 % Trypsin und 0,1 g/l Collagenase perfundiert und der Durchlauf zur 
Inhibition des enzymatischen Verdaus mit 10 % FBS versetzt. Die isolierten Zellen wurden 
bei 900 x g für 5 min sedimentiert und die MNZ mit Hilfe eines Ficoll-Gradienten isoliert. 
Für die Anzucht der Stromazellen wurden die MNZ in dem Zelltyp-spezifischen Medium 
aufgenommen, in 6er Flachbodenplatten überführt und alle nicht adhärenten Zellen nach  
24 Stunden durch mehrfaches Waschen mit PBS entfernt. 
2.2.1.7. Gewinnung von humanen endothelialen koloniebildenden 
Vorläuferzellen 
Zur Gewinnung humaner endothelialer koloniebildender Vorläuferzellen wurde die MNZ 
Fraktion des Nabelschnurrestblutes entsprechend der vorhergehenden Anleitung aufgearbeitet 
Material und Methoden 
23 
 
(siehe 2.2.1.3). Aufgearbeitete Nabelschnurblut-MNZ wurden in zuvor mit Kollagen-Typ4 
beschichtete 6er Flachbodenplatten mit einer Dichte von 2x10
6
 MNZ je Vertiefung in 3 ml 
EGM2-Medium (siehe 2.1.6.1) ausplattiert. Nach 24 Stunden wurde das Medium vollständig 
ausgetauscht, um nicht adhärent wachsende und tote Zellen aus der Kultur zu entfernen. Das 
Zellkulturmedium wurde alle 3-4 Tage zu 50 % ausgetauscht. Bei 60 % der verwendeten 
Nabelschnurrestblute konnten erste Kolonien endothelial-artiger Zellen nach 10-14 Tagen 
beobachtet werden. Aufgrund ihrer koloniebildenden Eigenschaft werden diese Zellen 
endotheliale koloniebildende Zellen („endothelial colony forming cells“ = ECFCs) genannt 
(Ingram et al., 2004).  
2.2.1.8. Gewinnung von humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen 
Zur Anzucht von humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen („human umbilical vein 
endothelial cells“ = HUVECs) wurde die Vene frischer Nabelschnüre zweimal mit warmem 
PBS gewaschen, um restliches Blut zu entfernen. Die Vene wurde anschließend einseitig 
verschlossen, mit 1-fach konzentrierter Trypsinlösung aufgefüllt und für 20 min bei 37°C 
inkubiert. Die Trypsin-Zellsuspension wurde in einem 50 ml Spitzbodengefäß aufgefangen, 
die Reaktion mit EGM-2 Medium (siehe 2.1.6.1) gestoppt und die Zellen bei 900 x g für  
5 min zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden anschließend in die Vertiefung einer  
6er Flachbodenplatte in 3 ml EGM-2 Medium überführt. Nach 24 Stunden wurde das Medium 
vollständig ausgetauscht, um nicht adhärent wachsende und tote Zellen aus der Kultur zu 
entfernen. Das Zellkulturmedium wurde alle 3-4 Tage zu 50 % ausgetauscht. Erste Kolonien 
endothelial-artiger Zellen waren nach 10-14 Tagen zu erkennen (Denecke et al., 2013). 
2.2.1.9. Kultivierung von Stromazellen  
Primäre humane Stromazellen (MSZ, ECFC, HUVEC) sowie Zellen humaner/muriner 
Stromazelllinien (HEK293T, AFT024, OP9, MS5) wurden in den jeweiligen Zelltyp-
spezifischen Medien (siehe 2.1.6.1) bis zu einer Konfluenz von 80-90 % kultiviert. Zur Ernte 
der Zellen wurde das Medium vollständig entfernt, die Zellen mit Trypsin-EDTA 
überschichtet und für 5 min bei RT inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde die 
Zellsuspension in geeignete Spitzbodengefäße mit frischem Medium überführt und für 5 min 
bei 900 x g zentrifugiert. Pelletierte Zellen wurden anschließend erneut in geeigneten 
Zellkulturgefäßen mit frischem Medium ausplattiert. Primäre Stromazellen wurden maximal 
im Verhältnis 1:5 gesplittet, wohingegen Zellen humane und murine Stromazelllinien  
1:8 bis 1:10 gesplittet wurden. 
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2.2.1. Funktionelle Analysen hämatopoetischer Zellen 
2.2.1.1. „Colony-forming cell“ (CFC) Ansatz 
Der CFC (colony forming cell) Ansatzes ermöglicht die Quantifizierung des 
Koloniebildungspotentials von HSVZ mit myeloischem und/oder erythrozytärem 
Differenzierungspotential (Pike und Robinson, 1970; Moore et al., 1973). Damit zu 
analysierende Zellen in dem Ansatz Kolonien bilden können, wurden sie in semisolides 
Methylcellulose-haltiges H4434-Medium (StemCell Technologies) ausgebracht, welches die 
Bewegung der sich teilenden und ausdifferenzierenden Zellen einschränkt. Die Aussaat der zu 
analysierenden Zellen erfolgte zudem in sehr geringer Dichte, was eine klonale Analyse der 
Ausgangszellen ermöglichte. Zur Induktion der Proliferation und Differenzierung in 
Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile, Basophile), Makrophagen sowie erythrozytäre 
Zellen enthielt das H4434-Medium die Zytokine SCF, GM-CSF, IL-3 und Epo. Entsprechend 
des Differenzierungspotentials der Ausgangszellen konnten nach 14 Tagen unterschiedliche 
Kolonietypen (CFU: colony forming unit) diskriminiert werden (Abb. 7): CFU-E (colony 
forming unit erythrocyte), BFU-E (burst forming unit-erythrocyte), CFU-GM (colony forming 
unit granulocyte-macrophage), CFU-G (colony forming unit granulocyte), CFU-M (colony 
forming unit macrophage) und CFU-MIX (colony forming unit granulocyte-erythrocyte-
macrophage-megakaryocyte). 
Zur Analyse wurde eine definierte Zellzahl (entsprechend der Versuchsanordnung  
100-300 Zellen) mittels durchflusszytometrischer Zellsortierung in 1 ml semisolidem 
Methylzellulosemedium (Methocult H4434 Classic, StemCell Technologies) abgelegt, für  
10-20 Sekunden gründlich gemischt und jeweils zur Hälfte in zwei Vertiefung einer 24er 
Flachbodenplatte ausplattiert. Übrige Vertiefungen wurden mit PBS gefüllt, um die 
Austrocknung der Methylzellulose zu verhindern. Die Flachbodenplatten wurden bei 37°C,  
5 % CO2 inkubiert und entstandene Kolonien nach 14 Tagen am Mikroskop ausgewertet. 
2.2.1.2. „Long-term culture-initiating cell“ (LTC-IC) Ansatz 
In dieser Arbeit wurde der LTC-IC (Long-Term Culture-Initiating Cell) Ansatz nach Punzel 
et al. verwendet (Punzel et al., 1999b), der auf den ursprünglichen Vorarbeiten von 
Sutherland et al. beruht (Sutherland et al., 1990). Dabei wurde von Sutherland et al. 
angenommen, dass primitive hämatopoetische Zellen ihre Fähigkeit zur Koloniebildung  
in vitro über einen Zeitraum von fünf Wochen erhalten können. Bereits determinierte 
Progenitorzellen ohne Stammzelleigenschaften hingegen differenzieren terminal innerhalb 
kurzer Zeit und können nach fünf Wochen keine Kolonien mehr bilden. Um den Erhalt der 
primitiven Zellen über fünf Wochen zu ermöglichen, wurden die zu analysierenden Zellen mit 
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undefinierten primären humanen Stromazellen aus dem Knochenmark kokultiviert 
(Sutherland et al., 1990). Eine deutliche Verbesserung des Erhalts von Zellen mit LTC-IC 
Potential stellte die in unseren Versuchen für die Kokultivierung verwendete murinen 
Stromazelllinie AFT024 dar (Moore et al., 1997; Punzel et al., 1999a). 
Innerhalb der ersten fünf Wochen des LTC-IC Ansatzes treten Kopfsteinpflaster-ähnliche 
Kolonien auf (CAFC; engl. cobble-stone area forming cells), die Ende der 80er Jahren und 
teilweise auch noch heute zur Quantifizierung primitiver Vorläuferzellen mit 
Langzeitpotential herangezogen werden (Ploemacher et al., 1989). Da jedoch nicht 
zwangsläufig alle CAFC Kolonien primitive Vorläuferzellen enthalten, wurde nach den fünf 
Wochen das Koloniebildungspotential der CAFC-Zellen im CFC Ansatz ermittelt. Dabei 
brachten Zellen mit LTC-IC Potential im CFC Ansatz (sekundäre) myeloische/granulozytäre 
Kolonien hervor, die mikroskopisch quantifiziert wurden (Hao et al., 1996).  
Für die Durchführung des LTC-IC Ansatzes wurden 11 von 12 Reihen einer 96er 
Flachbodenplatte mit 0,1 % Gelatine beschichtet. Anschließend wurden jeweils  
1,5x10
4
 AFT024-Zellen je Vertiefung ausplattiert und bis zur vollständigen Konfluenz bei 
33°C, 5 % CO2 kultiviert. Um weiteres Wachstum der Zellen zu verhindern, wurden die 
Zellen mit 35 Gy bestrahlt und frühestens nach 24 Stunden für den LTC-IC verwendet.  
Zur Quantifizierung der Zellen mit LTC-IC Potential wurden die zu analysierenden Zellen in 
vier verschiedene Verdünnungen und je 22 Replikaten angesetzt. Ausgehend von initial  
6000 Zellen befinden sich somit absteigend 180, 61, 22 bzw. 7 Zellen je Vertiefung. Der 
Ansatz wurde für 5 Wochen bei 37°C, 5 % CO2 kultiviert und das Medium wöchentlich 
gewechselt. Hierzu wurden 80 µl Medium je Vertiefung abgenommen und um die 
beständigen Verdunstung auszugleichen durch 100 µl frisches Medium ersetzt. Nach der fünf-
wöchigen Kokultur wurde das Medium nahezu vollständig abgenommen, die Zellen mit  
100 µl GEMM-Medium (siehe 2.1.6.2) je Vertiefung überschichtet und weitere 14 Tage bei 
37°C, 5 % CO2 inkubiert. Nach Ablauf der zwei Wochen wurden die Anzahl der 
Vertiefungen mit sekundären myeloischen Kolonien bestimmt und die Frequenz der LTC-IC 
fähigen Zellen anhand der zuvor definierten Verdünnungsreihe mittels Poisson-Statistik 
(Software L-Calc, Stemcell Technologies) ermittelt. 
2.2.1.3. “Natural killer cell-initiating cell“ (NK-IC) Ansatz 
Zur Quantifizierung primitiver HSVZ mit NK-Zell Differenzierungspotential wurde der  
NK-IC Ansatz nach Punzel et al. verwendet (Punzel et al., 1999b), welcher an den 
abgewandelten LTC-IC Ansatz von Miller et al. angelehnt wurde (Miller et al., 1992). Die 
Induktion der NK-Zell Differenzierung erfolgte in der ersten Woche mit Hilfe der 
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Wachstumsfaktoren IL-2 (Interleukin-2), IL-7, IL-15, SCF und Flt3-L sowie dem Zusatz von 
humanem AB-Serum. Die Wachstumsfaktoren SCF sowie Flt3-L wirken 
proliferationsfördernd wohingegen IL-2, IL-7 sowie IL-15 die Reifung von NK-, T- und  
B-Zellen sowie Monozyten und Makrophagen stimulieren. Die restlichen vier Wochen fand 
die Reifung der NK-Zellen nur durch die Zugabe des Zytokins IL-2 statt. 
In Analogie zum LTC-IC Ansatz wurden bestrahlte AFT024-Zellen auf 96er 
Flachbodenplatten vorbereitet, zu analysierende Zellen durchflusszytometrisch sortiert 
(maximal 6000 Zellen je Ansatz) und in vier verschiedenen Verdünnungen für 5 Wochen bei 
37°C und 5 % CO2 kokultiviert. Das Medium wurde wöchentlich gewechselt. Ab der zweiten 
Woche wurde dem Medium nur noch IL-2 zugesetzt. Es wurden 80 µl Medium je Vertiefung 
abgenommen und aufgrund der beständigen Verdunstung durch 100 µl frisches Medium 
ersetzt. Nach Ablauf der fünf Wochen wurden die Anzahl der Vertiefungen mit NK-Zell 
Kolonien bestimmt und die Frequenz der NK-IC fähigen Zellen wie zuvor beim LTC-IC 
bestimmt. NK-Zellen wurden zudem geerntet und durchflusszytometrisch auf die Expression 
der Oberflächenantigene CD16 und CD56 untersucht. 
Zytotoxizitäts-Test und Aktivierung von NK-Zellen 
Für den Zytotoxizitätstest und den Aktivierungstest wurden die Zellen aus dem NK-IC Ansatz 




 NK-Zellen durchflusszytometrisch sortiert. K562 
Zielzellen wurden mit dem grün fluoreszierenden Zellmembranfarbstoff PKH67 (Sigma-
Aldrich, Taufenkirchen) nach den Vorgaben des Herstellers markiert und in unterschiedlichen 
Verhältnissen (1:2, 1:5, 1:10) mit den sortierten NK-Zellen kokultiviert. Zur Ermittlung des 
Aktivierungszustandes wurde der Kokultur zusätzlich der fluoreszenzmarkierte Antikörper 
CD107a im Verhältnis 1:25 zugesetzt. Nach 4 Stunden Inkubation bei 37°C und 5 % CO2 









) durchflusszytometrisch bestimmt. 
2.2.1.4. Megakaryozytärer-Flüssigkultur Differenzierungsansatz 
Der Megakaryozyten-Flüssigkulturansatz ist vom MegaCult Ansatz der Firma StemCell 
Technologies abgeleitet, welcher auf den Protokollen zur in vitro Generierung von 
Megakaryozyten und Thrombozyten basiert (Bruno et al., 1988; Teramura et al., 1992; Banu 
et al., 1995; Boyer et al., 2008). Der MegaCult
®
 Ansatz wurde in Analogie zum CFC Ansatz 
in semisolidem Medium mit Collagen durchgeführt und ermöglicht die Quantifizierung und 
klonale Analyse koloniebildender Zellen mit Megakaryozytenpotential. Der von uns 
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abgewandelte Megakaryozytenansatz fand in Flüssigkultur statt und ermöglichte nach der 
Differenzierung die durchflusszytometrische Analyse und Quantifizierung der Zellen. 
Die Induktion der megakaryozytären Differenzierung erfolgte durch den Zusatz der Zytokine 
TPO, IL-3 und IL-6 sowie dem Hormon Insulin und dem Glykoprotein Transferrin  
(Bruno et al., 2003). Neben der proliferationsfördernden Wirkung der Zytokine TPO, IL-3 
und IL-6 auf HSVZ (Kollet et al., 1999) wird TPO als wichtigster Faktor zur 
megakaryozytären Differenzierung und anschließenden Abschnürung von Thrombozyten 
beschrieben (Bruno et al., 1988; Banu et al., 1995) 
Für den Differenzierungsansatz wurden zu analysierenden Zellen durchflusszytometrisch 
sortiert und im Doppelansatz in vier Verdünnungen (1000, 2000, 4000, 8000 Zellen je 
Vertiefung) auf eine 96er Flachbodenplatte in Megakaryozyten Differenzierungsmedium 
(siehe 2.1.6.2) ausplattiert. Das Medium wurde alle 3-4 Tage zu 50 % ausgetauscht. 
Megakaryozytäre Zellen wurden nach 14 Tagen durchflusszytometrisch auf die Expression 
der Oberflächenantigene CD41 und CD61 analysiert und quantifiziert (Flow-Count 
Fluorospheres, Beckman Coulter). 
2.2.1.5. Erythrozytärer Flüssigkultur Differenzierungsansatz 
Die Durchführung des erythrozytären Flüssigkultur Differenzierungsansatzes erfolgte in 
Analogie zu dem Zwei-Phasen Flüssigkultur Differenzierungsansatz nach Dorn et al.  
(Dorn et al., 2008). In der ersten Phase (7 Tage) wurde die Proliferation der Zellen durch die 
Zugabe der Zytokine SCF, IGF-I und EPO, dem Glykoprotein Transferrin sowie dem Hormon 
Insulin induziert. SCF und Transferrin unterstützen die Proliferation erythrozytärer 
Vorläuferzellen, wobei sie die terminale Differenzierung der Zellen blockieren. Epo hingegen 
wirkt stimulierend auf die Hämoglobinsynthese, unterdrückt die Apoptose und leitet die 
terminale Differenzierung der Zellen ein. Die terminale Differenzierung wird zudem durch 
Insulin in Kombination mit IGF-1 unterstützt, das die Kondensation der DNA und die 
Enukleation einleitet (Muta et al., 1994; von Lindern et al., 1999; Miyagawa et al., 2000; 
Dolznig et al., 2002). In der zweiten Phase (7 Tage) des Ansatzes wurde auf die Zugabe von 
SCF, IGF-1 sowie Insulin verzichtet. 
Zu analysierenden Zellen wurden durchflusszytometrisch sortiert und in Analogie zum 
megakaryozytären Differenzierungsansatz in einer Verdünnungsreihe in Erythrozyten 
Differenzierungsmedium (siehe 2.1.6.2) ausplattiert. Das Medium wurde alle 3-4 Tage zu  
50 % ausgetauscht. Die Auswertung des Differenzierungsansatzes und die Quantifizierung 
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der differenzierten Zellen erfolgte durchflusszytometrisch anhand der Oberflächenantigen 
CD45, CD71 und GPA. 
2.2.1.6. T-Zell Differenzierungsansatz 
Die Differenzierung von HSVZ in T-Zellen erfolgte in Analogie zu den Arbeiten von Schmitt 
et al. (Schmitt und Zuniga-Pflucker, 2002) und La Motte-Mohs et al. (La Motte-Mohs et al., 
2005). Hierzu wurden zu analysierenden HSVZ für 4-7 Wochen mit Zellen der murinen 
Stromazelllinie OP9, die ektop den Notch-Liganden Delta-like 1 exprimieren (OP9-DL1), 
kokultiviert. Der Notch-Ligand wird in vivo von den Zellen des Thymus (Thymozyten) 
exprimiert, dem Ort der finalen T-Zell Reifung. Die Aktivierung des Notch-Signalweges 
spielt bei der initialen Entscheidung zwischen B- oder T-Zell Differenzierung (Radtke et al., 





) T-Zellen (Robey et al., 1996) eine entscheidende Rolle. Die  
in vitro Differenzierung der Zellen wurde zusätzlich durch die Zugabe der Zytokine SCF, 
Flt3-L sowie IL-7 unterstützt (Wang et al., 2006). Dabei stimulierten SCF und Flt3-L 
synergistisch die Proliferation primitiver Vorläuferzellen, wohingegen IL-7, das von 
Thymozyten gebildet wird, die Differenzierung der HSVZ zu B- bzw. T-Zellen fördert 
(Chazen et al., 1989). 
Für die Analysen wurden zuvor 1x10
5
 OP9-DL1 Zellen auf 24er Flachbodenplatten ausgesät 
und bis zur vollständigen Konfluenz kultiviert. Die zu analysierenden Zellen (4x10
3
 bis  
1x10
4
 Zellen je Vertiefung) wurden durchflusszytometrisch sortiert und für 3-5 Wochen im T-
Zell Differenzierungsmedium (siehe 2.1.6.2) kokultiviert. Das Medium wurde alle 3-4 Tage 
zu 50 % ausgetauscht. Der Verlauf der in vitro T-Zell Differenzierung wurde 
durchflusszytometrisch anhand der Oberflächen-Expression unterschiedlicher Lymphozyten-
Vorläufermarker (CD5, CD7, etc.) sowie der T-Zell-spezifischen Oberflächenantigene CD3, 
CD4 und CD8 verfolgt (Awong et al., 2009). Aus der Zellsuspension wurden zudem mittels 
durchflusszytometrischer Zellsortierung CD3 und CD8 exprimierende Zellen für  
PCR-Analysen des VDJ-Rearrangements isoliert. 
2.2.1.7. B-Zell Differenzierungsansatz 
Die B-Zell Differenzierung von HSVZ erfolgte in Analogie zu den Arbeiten von Sanchez-
Dominguez et al. (Sanchez-Dominguez et al., 2012). Die zu analysierenden HSVZ wurden für 
3 Wochen mit OP9 Stromazellen, die die B-Zell Differenzierung unterstützen, kokultiviert 
(Hozumi et al., 2003; Lagergren et al., 2007). Die Induktion der B-Zell Differenzierung 
erfolgte zusätzlich durch die Zugabe der Zytokine SCF, Flt3-L, TPO sowie IL-7, wobei nach 
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der ersten Woche auf TPO verzichtet wurde. Wie bereits zuvor für den T-Zell Ansatz 
beschrieben (siehe 3.11.3), fördern SCF und Flt3-L synergistisch die Proliferation der HSVZ, 
wohingegen IL-7 die Differenzierung der Zellen in B- bzw. T-Zellen stimuliert (Chazen et al., 
1989).  
Für die Differenzierung wurden 1x10
5
 OP9 Zellen auf einer 24er Flachbodenplatte ausgesät 
und bis zur vollständigen Konfluenz bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Jeweils  
1x10
4
 hämatopoetische Zellen wurden je Vertiefung durchflusszytometrisch sortiert und im 
B-Zell Differenzierungsmedium (siehe 2.1.6.2) kokultiviert. Das Medium wurde wöchentlich 
zu 50 % ausgetauscht. Die Quantifizierung und Charakterisierung der B-Zellen erfolgte nach 
drei Wochen durchflusszytometrisch anhand der Expression B-Zell-spezifischer 
Oberflächenantigene und Lymphozyten-Vorläufermarker wie z.B. CD7, CD10, CD19 etc. 
(LeBien und Tedder, 2008). 
2.2.1.8. Qualitative Analyse von Zellen im Zytospin 
Für die qualitative Analyse einzelner Kolonien aus dem CFC Ansatz wurden die Zellen unter 
dem Mikroskop mit Hilfe einer Pipette aus der Methylcellulose entnommen. Die Zellen 
wurden in PBS resuspendiert und residuale Methylcellulose durch zweimaliges Waschen mit 
EDTA-haltigem (2 mM) PBS herausgewaschen. Für die Analyse von Zellen aus dem  
LTC-IC, NK-IC, Erythrozyten und Megakaryozyten Ansatz wurden die Suspensionszellen 
aus den Flachbodenplatten geerntet und mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden anschließend 
mittels Zytospin auf Objektträger aufgebracht und mit Eosin-Methylenblau nach Wright 
gefärbt (Hematek 2000 Slide Stainer mit Hematek Stain Pak, Modified Wright´s Stain, Bayer 
Healthcare). Die Färbetechnik ermöglicht die Unterscheidung verschiedener 
hämatopoetischer Zellqualitäten durch die spezifische Anfärbung von Kerndetails und 
zytoplasmatischen Strukturen. So binden z.B. die Granula der eosinophilen Granulozyten den 
Farbstoff Eosin und erscheinen orange-rötlich wohingegen basophile Granula den Farbstoff 
Methylenblau binden und bläulich-violett gefärbt werden. Die Granula der neutrophilen 
Granulozyten binden keinen der beiden Farbstoffe. 
2.2.2. Funktionelle Analysen endothelialer Vorläuferzellen 
In der Literatur beschriebene Charakteristika endothelialer Vorläuferzellen sind die 
Internalisierung von acetyliertem low-density Lipoprotein (AcLDL) (Havekes et al., 1985) 
sowie die Bildung tubulärer Strukturen im Matrigel (Ponce, 2009). 
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Aufnahme von AcLDL 
Endotheliale Vorläuferzellen wurden mit 10 µg/ml fluoreszenzmarkiertem lipophilem DiI 
(1,1´-Dioctadecyl1-3,3,33´,3´-Tetramethylindocarbocyanin) acLDL in EGM-2 für 1 Stunden 
bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Überschüssiges DiI acLDL wurde durch zweifaches 
Waschen mit Medium von den Zellen entfernt und die Aufnahme des DiI acLDL 
mikroskopisch dokumentiert. 
Bildung tubulärer Strukturen im Matrigel 
Für die Bildung tubulärer Strukturen endothelialer Vorläuferzellen wurde BD Matrigel
TM
 
verwendet. Es enthält neben Matrigel aus einem mit extrazellulären Matrixproteinen 
angereicherten Tumor, dem Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Maussarkom, (Kleinman et al., 
1982) die Matrixproteine Laminin, Kollagen IV, Entactin und Heparansulfat-Proteoglykane 
sowie die Wachstumsfaktoren bFGF (0-0,1 pg/ml), EGF (0,5-1,3 ng/ml), IFG-1 (15 pg/ml), 
PDGF (12 pg/ml) und TGF- β (2,3 ng/ml). Für die Analysen wurden je Vertiefung einer  
96er Flachbodenplatte 90 µl Matrigel luftblasenfrei vorgelegt, für 30 min bei 37°C zur 
vollständigen Aushärtung inkubiert und anschließend mit 4x10
4
 endothelialen Vorläuferzellen 
in 90 µl EGM-2 Medium überschichtet. Der Ansatz wurde für 15 Stunden bei 37°C und 5 % 
CO2 über Nacht inkubiert und die tubulären Strukturen mikroskopisch dokumentiert. 
2.2.3. Funktionelle Analysen mesenchymaler Stamm-/Stromazellen 
In der Literatur beschriebene Charakteristika mesenchymaler Stamm-/Stromazellen sind u.a. 
die Fähigkeit zur Differenzierung in Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten  
(Pittenger et al., 1999). Nachfolgende Differenzierungsprotokolle für mesenchymale Stamm-
/Stromazellen wurden entsprechend unserer Publikation Hemeda et al. durchgeführt  
(Hemeda et al., 2010). 
Osteogene Differenzierung von MSZ 
Für die osteogene Differenzierung wurden 4x10
4
 MSZ je Vertiefung einer  
12er Flachbodenplatte ausgesät und bis zu einer Konfluenz von 70-80 % bei 37°C und 5 % 
CO2 in MSZ-Medium (siehe 2.1.6.1) kultiviert. Zur Induktion der Differenzierung wurde das  
MSZ-Medium durch Osteogenese-induzierendes Medium (siehe 2.1.6.3) ersetzt und alle  
3-4 Tage zu 50 % ausgetauscht. Nach 14 Tagen wurden das Medium vollständig entfernt und 
die Zellen mit einer 4 %igen (v/v) Para-Formaldehyd (PFA) Lösung für 5 min bei RT fixiert. 
Die Calcium-haltige Knochenmatrix wurde anschließend mit 1 ml einer 2 %igen (w/v) 
Alizarin Rot Färbelösung (pH 4,1-4,3) für 2 min bei RT angefärbt. Überschüssige 
Färbelösung wurde durch 2-3faches Waschen mit PBS entfernt. 
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Adipogene Differenzierung von MSZ 
Die adipogene Differenzierung von MSZ fand in Analogie zur osteogenen Differenzierung 
(siehe 0) statt. Für die adipogene Differenzierung der MSZ wurde innerhalb der ersten 4 Tage 
Adipogenese-induzierendes Medium (siehe 2.1.6.3) verwendet und anschließend gegen 
Adipogenese-erhaltendes Medium (siehe 2.1.6.3) ausgetauscht. Zum Nachweis der 
Triglyceride in den Vesikeln der Adipozyten wurde eine 0,5 %ige Ölrot O Isopropanol 
Färbelösung hergestellt, im Verhältnis 1:5 mit H2O gemischt und Präzipitate über einen 
Faltenfilter aus der verdünnten Gebrauchslösung entfernt. Differenzierungsansätze wurden 
mit je 1 ml Färbelösung für 2 min bei RT angefärbt. Überschüssige Färbelösung wurde durch 
2-3faches Waschen mit PBS entfernt.  
Chondrogene Differenzierung von MSZ 
Für die chondrogene Differenzierung wurden 2,5x10
5
 MSZ in 2 ml Medium in einem 15 ml 
Spitzbodenröhrchen für 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde vollständig 
abgenommen und ohne Resuspendieren der Zellen durch 2 ml Chondrogenese-induzierendes 
Medium (siehe 2.1.6.3) ersetzt. Zur ausreichenden Belüftung wurde der Deckel des 15 ml 
Spitzbodenröhrchens durch den Deckel einer 25 cm² Zellkulturflasche mit Filter ersetzt. Das 
Medium wurde alle 3-4 Tage zu 50 % ausgetauscht. Nach 3 Wochen wurde das Zellpelett in 
Tissue-Tek Medium (Sakura Finetek, Torrance, USA) überführt, auf Trockeneis eingefroren, 
mit Hilfe eines Cryostat (CM 1950 UV, Leica, Wetzlar, Deutschland) in 12 µm dicke 
Scheiben geschnitten und auf Glasobjektträger überführt. Die Anfertigung der Kryoschnitte 
erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von PD. Dr. med. Thorsten Döppner aus der 
Neurologie. Die Kryoschnitte wurden für 30 min mit einer 4 %igen (v/v) PFA Lösung bei RT 
fixiert und sulfatierte Proteoglykane in der Knorpelmatrix mit einer 1 %igen Alcian Blue 
Färbelösung in 0,1 N HCl für 30 min bei RT angefärbt. Überschüssige Färbelösung wurden 
durch 3faches Waschen mit 0,1 N HCL Lösung entfernt, Präparate mit 50 µl Vectashield  
H-1000 (Vector Laboratories, Burlingame, USA) überschichtet, mit einem Deckgläschen 
bedeckt und mikroskopisch dokumentiert. 
2.2.4. Immunzytochemische Analysen 
Extrazelluläre Markierung mit Fluorchrom-markierten Antikörpern 
Die extrazelluläre Markierung von Zellen mit fluorochrommarkierten Antikörpern erfolgte in 
Anwesenheit von 5 % (v/v) Eselserum. Alle verwendeten Antikörper (siehe Tab. 9) wurden 
bei einer Verdünnung von 1:25 (Stocklösung 1 µg/ml) für 20 min bei 4°C in Dunkelheit 
inkubiert. Überschüssiger Antikörper wurde durch Waschen mit PBS aus dem Färbeansatz 
entfernt. Zum Ausschluss toter Zellen wurde für durchflusszytometrische Messungen am 
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FC500 (Beckman Coulter) Propidium Jodid (PI) im Verhältnis 1:25 während der 
Antikörperinkubation eingesetzt. Für die durchflusszytometrische Zellsortierung wurde der 
Zellsuspension der Farbstoff 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) mit einer 
Endkonzentration von 0,1 µg/ml kurz vor der Messung zugesetzt. Beide Farbstoffe 
interkalieren in die DNA nekrotischer Zellen und ermöglichen den Ausschluss der Zellen bei 
der durchflusszytometrischen Messung. 
Intrazelluläre Markierung mit unkonjugierten Antikörpern 
Für die intrazelluläre Markierung von Zellen (hier endothelialen Vorläuferzellen) mit 
unkonjugierten und konjugierten Antikörpern wurden adhärent wachsende Zellen zuvor auf 
geeigneten Kammer-Objektträgern (Thermo Electron LED GmbH; Lab-Tek, Langenselbold, 
Deutschland) bis zu einer Konfluenz von 50-80 % kultiviert. Die Zellen wurden mit 4 % (v/v) 
PFA für 20 min bei RT fixiert und nach 2 bis 3-fachem Waschen mit PBS für 30-45 min auf 
dem Taumler mit 0,1 % (v/v) Triton X-100 (Sigma-Aldrich) permeabilisiert. Zur Absättigung 
unspezifischer Bindestellen wurden die Zellen mit 5 % Eselserum in PBS für 10 min 
inkubiert, der primäre unkonjugierte bzw. konjugierte Antikkörper (Tab. 10 und Tab. 11) 
zugegeben und für 30-60 min bei RT auf dem Taumler inkubiert. Überschüssiger Antiköper 
wurde mit 0,01 % Triton X-100 in PBS (Waschtriton) entfernt und falls ein unkonjugierter 
Primärantikörper verwendet wurde der sekundäre, fluorochromkonjugierte Antikörper in 
Waschtriton für 1 h bei RT auf dem Taumler inkubiert. Überschüssiger Sekundärantikörper 
wurden durch 2 bis 3-faches Waschen mit Waschtriton ausgewaschen, die Kammern mit 
einem Skalpell vom Objektträger gelöst und die zuvor getrockneten Zellen mit 25 µl  
DAPI-haltigem Eindeckelmedium (ProLong Antifade Gold, Invitrogen, Life Technologies 
GmbH, Darmstadt, Deutschland) und einem Glasdeckglas für die Mikroskopie bedeckt. 
2.2.5. Kokultivierung von HSVZ mit Stromazellen 
Für die Kokulturen wurden 2,4x10
3
 primäre humane Stromazellen je Vertiefung  
(800 Zellen / cm²) einer 12er Flachbodenplatte in dem Zelltyp-spezifischem Medium  
(siehe 2.1.6.1) ausgesät und bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Bei einer Konfluenz der 
Stromazellen von 40-50 % wurde das Kulturmedium vollständig abgenommen und je 




 Zellen in 1 ml des 
entsprechenden Kokulturmediums (siehe 2.1.6.1) ausgesät. Nach sieben Tagen wurden 500µl 
des Kulturüberstandes abgenommen, verworfen und 1 ml frisches Kokulturmedium zugesetzt. 
Nach weiteren sieben Tagen wurden die hämatopoetischen Zellen geerntet. Die 
Kokulturproben wurden mit PBS auf das gleiche Volumen eingestellt, 50 µl der 
Zellsuspension entnommen und die hämatopoetischen Zellen hinsichtlich der Expression der 
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Oberflächenantigene CD34, CD38, CD45RA und CD133 durchflusszytometrisch analysiert 
inklusive Quantifizierung. Aus der verbleibenden Zellsuspension wurde mit Hilfe der 









Zellpopulationen angereichert und in funktionelle Analysen überführt. Die 
durchflusszytometrisch sortierte Zellzahl hängt im Einzelfall von der funktionellen Analyse 
sowie von der Anzahl verfügbarer Zellen ab und beträgt z.B. beim CFC Ansatz maximal  
200-400 und beim LTC-IC und NK-IC Ansatz maximal 6000 Zellen. 
2.2.6. Durchflusszytometrie 
2.2.6.1. Prinzip der Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie ermöglicht die Analyse und Zählung von Zellen hinsichtlich ihrer 
molekularen und physikalischen Eigenschaften auf Einzelzellebene. Hierzu werden die Zellen 
durch eine Kapillare in das Gerät aufgesogen, in einem Flüssigkeitsstrom durch 
hydrodynamische Fokussierung vereinzelt und in eine Messkammer geleitet (Göhde, 1986). 
Innerhalb der Messkammer passieren die Einzelzellen einen durch eine Fokuslinse 
gebündelten Laserstrahl und erzeugen Streulicht, welches von Photoelektronenvervielfachern 
(„Photomultiplier tube“ = PMT) detektiert und verstärkt wird. Das in der ursprünglichen 
Bahn des Laserstrahls gebeugte Licht (Vorwärtsstreulicht, „ forward scatter“ = FSC) dient 
als Maß für die Größe der Zelle, wohingegen das seitliche Streulicht („side scatter“ = SSC) 
als Maß für die Granularität einer Zelle dient. Zudem können mit Hilfe des Laserlichts 
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe wie z. B. GFP (green fluorescence protein) oder 
Fluorochrom-markierte Antikörper angeregt und gemessen werden. Dabei wird die Energie 
des Laserstrahls von dem Fluorochrom absorbiert und spezifische Elektronen werden 
kurzzeitig auf ein höheres Energieniveau angehoben. Die spontane Einnahme des 
Ausgangszustandes führt zu Emission von Fluoreszenzlicht einer höheren Wellenlänge, das 
mit Hilfe verschiedener optischer Filter und Spiegel aufgetrennt und von PMTs detektiert, 
verstärkt und quantifiziert wird. Zur Auftrennung des Fluoreszenzlichtes werden drei 
verschiedene Filtertypen verwendet. Der Langpass-Filter lässt langwelliges Licht bis zu einer 
definierten Wellenlänge passieren, wohingegen der Kurzpass-Filter langwelliges Licht 
reflektiert und kurzwelliges Licht passieren lässt. Eine Kombination aus beiden Filtern stellt 
der Bandpass-Filter dar, der nur Licht eines definierten Spektrums passieren lässt. Die 
Kombination verschiedener Laser mit unterschiedlichen Wellenlängen, sowie die 
Verwendung spezifischer Filter ermöglicht die gleichzeitig Auftrennung und Messung 
mehrere Fluoreszenzsignale. Das für Standardmessungen verwendete Durchflusszytometer 
FC500 der Firma Beckman Coulter ist mit einem blauen 488 nm Argon Laser sowie einem 
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roten 638 nm HeNe Laser ausgestattet und ermöglicht die gleichzeitige Messung von  
5 unterschiedlichen Fluoreszenzen. Der für die durchflusszytometrische Sortierung 
verwendetet FACSAria I der Firma BD Biosciences ist mit einem zusätzlichen ultravioletten 
405 nm Laser ausgestattet und ermöglicht in der vorliegenden Konfiguration die Messung von 
bis zu 9 verschiedenen Fluoreszenzen. Die simultane Messung mehrerer Fluoreszenzen 
erfordert die computergestützte Korrektur sich überlagernder Fluoreszenzspektren, was als 
Kompensation bezeichnet wird. Für die Kompensation wurden Zellen verwendet, die nur 
jeweils mit einem Fluorochrom gefärbt wurden (Traganos, 1984a, b; Alexander et al., 2009; 
Pierzchalski et al., 2011). 
2.2.6.2. Durchflusszytometrische Zellsortierung 
Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Zellsortierung können spezifische Zellen unmittelbar 
nach der Messung physikalisch aufgetrennt und in separaten Gefäßen aufgefangen werden 
(Fulwyler, 1965; Hulett et al., 1969). Hierzu wird der Flüssigkeitsstrahl hinter der 
Messeinheit piezoelektrisch bei einer definierten Frequenz (abhängig vom Durchmesser des 
Flüssigkeitsstrahls, hier 14 kHz) und Amplitude zum Schwingen angeregt, was am 
sogenannten Tropfenabrisspunkt (last attached drop) die Bildung von einzelnen Tropfen 
bewirkt. Erreicht eine zu separierende Zellen den Tropfenabrisspunkt, wird der gesamte 
Flüssigkeitsstrahl für kurze Zeit elektrisch geladen, so dass der abgelöste Tropfen mit der 
enthaltenden Zelle elektrisch geladen ist. Die Deflexion des Tropfens und somit die 
Separation der einzelnen Zelle findet anschließend im elektrischen Feld zwischen zwei 
Kondensorplatten (deflection plates) statt (Ibrahim und van den Engh, 2007). Die zu 
separierenden Zellen wurden in Polypropylen-Probenröhrchen mit 500 µl Zellkulturmedium 
gesammelt. Einzelne Zellen wurden in 96er Flachbodenplatten mit jeweils 150 µl 
vorgelegtem Zellkulturmedium pro Vertiefung abgelegt. 
Die Grundeinstellungen des verwendeten Durchflusszytometers sind in Tab. 18 aufgelistet. 
Als Trägerflüssigkeit wurde steriles PBS (PAA) eingesetzt. Die Kalibrierung des optischen 
Systems, des Tropfenabrisspunktes und des Drop delays wurden mittels standardisierten 
Kalibrierungsbeads (BD FACS Accudrop Beads und BD Cytometer Setup & Tracking Beads, 
BD Biosciences) durchgeführt. Zur Vermeidung von Zellaggregaten und Verstopfungen im 
Gerät wurden alle Zellen vor der Messung durch ein steriles Zellsieb mit einer Porengröße 
von 35 µm filtriert. Der Erfolg und die Reinheit der Sortierung wurden durch erneutes Messen 
der sortierten Zellen überprüft und dokumentiert (Re-Analyse). Reanalysierte Zellen mit einer 
Reinheit unter 99 % wurden erneut sortiert. Die erhobenen Daten der Zellseparationsprozedur 
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wurden computergestützt gespeichert und mit Hilfe der zugehörigen Software Diva 6.1.2 
(BD) ausgewertet. 
Tab. 18 : Verwendete Geräteeinstellungen des Durchflusszytometers Aria I 
Parameter Justierung 
Nozzle-Öffnung 130 µm 
Probenflüssigkeitsdruck (psi) 10 
Transducer Frequenz (kHz) 14 
Gap 12 
 
2.2.7. Molekularbiologische Methoden 
Falls nicht gesondert aufgeführt wurden alle angewendeten molekularbiologischen Methoden 
nach den Angaben aus Sambrook und Russel durchgeführt (Sambrook und Russell, 2001). 
2.2.7.1. Bakterienkultur 
Die Kultur von E. Coli erfolgte in Flüssigkulturmedium (LB-Broth, Roth) und auf Agar-
Kulturplatten (LB-Agar, Roth). Die Bakterien wurden bei 37°C inkubiert. Den Medien bzw. 
Platten wurden für die Selektion mit verschiedenen Antibiotika (Ampicillin 100 µg/ml, 
Kanamycin 50 µg/ml) versetzt. 
2.2.7.2. Herstellung chemokompetenter E. coli 
Für die Herstellung chemokompetenter E. coli wurden 100 ml LB-Medium mit 1,5 ml einer 
Übernachtkultur angeimpft und bis zu einer OD600nm von 0,4-0,5 bei 37°C auf dem Schüttler 
inkubiert. Die Zellen wurden für 10 min auf Eis gekühlt, bei 5000 x g und 4°C 
abzentrifugiert, der Überstand verworfen und die pelletierten Zellen in 40 ml TFB1-Puffer  
(30 mM Kalium-Accetat, 100 mM Rubidiumchlorid, 10 mM Calciumchlorid, 50 mM 
Manganchlorid, 15 % (v/v) Glycerin, pH 6,1) resuspendiert (Dagert und Ehrlich, 1979). Die 
Suspension wurde für 10-30 min auf Eis inkubiert, bei 5000 x g und 4°C für 5 min 
zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Bakterien in 4 ml TFB2-Puffer (75 mM 
Calciumchlorid, 10 mM Rubidiumchlorid, 10 mM MOPS, 15 % (v/v) Glycerin, pH 6,5) auf 
Eis resuspendiert. Die Bakterien wurden zu je 100 µl aliquotiert, in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Zur Ermittlung der Kompetenz 
der Bakterien wurden diese mit 1, 10 und 100 pg pUC19 Plasmid transformiert, die Anzahl 
der Kolonien nach 24-stündiger Inkubation auf den LB-Agarplatten gezählt und anschließend 
die Chemokompetenz der E. coli berechnet. 
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2.2.7.3. Transformation chemokompetenter E. coli 
Für die Transformation chemokompetenter E. coli wurde ein Aliquot der Bakterien für 10 min 
auf Eis aufgetaut, mit 1-10 pg Plasmid versetzt und für 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellen 
wurden anschließend für 1,5 min einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt, erneut für 10 min 
auf Eis inkubiert, mit 500 µl vorgewärmten LB-Medium versetzt und für maximal 1 h bei 
37°C auf dem Schüttler inkubiert (Chung et al., 1989). 100-200 µl der vorinkubierten 
transformierten Bakterien wurden auf eine LB-Agar-Platte überführt, mit dem Drigalskispatel 
verteilt und die Platten ü. N. bei 37°C inkubiert. 
2.2.7.4. Extraktion von Plasmid-DNA 
Für die Extraktion von Plasmid-DNA im Mini-Maßstab wurden 4 ml LB-Medium angeimpft 
und bei 37°C ü.N. inkubiert. Am Folgetag wurde 1,5 ml der Kultur in 1,5 ml Reaktionsgefäße 
überführt und die Bakterien für 1 min bei 10.000 x g pelletiert. Das Pellet wurde in 200 µl 
TELT-Puffer (1 M Tris pH 8.0, 0.5 M EDTA pH 8.0, 10 % Triton X-100, 3.2 M LiCl), 
welcher zuvor mit 50 mg/ml Lysozym und 20 mg/ml RNAse A versetzt wurde, resuspendiert, 
5 min bei RT, 30 Sekunden bei 100°C und 5 min auf Eis inkubiert. Die Zelltrümmer wurden 
für 10 min bei 10.000 x g pelletiert und der Überstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß 
überführt. Zur Fällung der DNA wurde die Suspension mit 200 µl Isopropanol (0,7 v/v) 
versetzt, durchmischt, für 15 min bei 15.000 x g die DNA pelletiert und der Überstand 
vorsichtig abgenommen und verworfen. Das DNA Pellet wurde mit 800 µl 70 %igem Ethanol 
gewaschen, für 5 min bei 15.000 x g zentrifugiert und der Überstand verworfen. 
Überschüssiger Ethanol wurde bei geöffnetem Gefäß für 2-3 min verdunsten gelassen und die 
DNA in 50 µl Wasser gelöst. 
Zur Präparation von DNA im Maxi-Maßstab wurde das Endofree Plasmid Maxi Kit (Qiagen) 
nach Angaben des Herstellers verwendet. 
2.2.7.5. Extraktion von Gesamt-RNA 
Für die Extraktion von Gesamt-RNA wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen) gemäß den 
Angaben des Herstellers verwendet. Für die RNA-Extraktion wurden Zellen 
durchflusszytometrisch sortiert und in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt. Die Zellen wurden 
bei 10.000 x g für 1 min pelletiert, in 75 µl RLT-Puffer lysiert und auf eine Säule mit 
Siliziumdioxid-Membran überführt. Auf der Säule findet eine selektive Bindung der 
freigesetzten RNA an die Membran statt, wohingegen Zellfragmente die Säule in den 
nachfolgenden Waschvorgängen passieren. DNA-Moleküle wurden durch Behandlung der 
Säule mit DNAse nach Herstellerangaben eliminiert. Die RNA wurde mit 40 µl 
nukleasefreiem Wasser von der Säule eluiert, Konzentration und Reinheit photometrisch mit 
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Hilfe des Spektralphotometers NanoDrop 1000 (PeqLab) bei OD280 bestimmt und bis zur 
weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
2.2.7.6. Reverse Transkription-Reaktion zur Synthese von cDNA 
Die Synthese von cDNA aus einzelsträngiger RNA erfolgte mit Hilfe von reverser 
Transkriptase (RT) nach Anleitung des Herstellers (High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit, Applied Biosystems) (Baltimore, 1970; Temin und Mizutani, 1970). Für 
die Synthese wurden zufällige Hexamernukleotide verwendet. Jeweils 10 µl RNA-Probe 
wurden mit dem 10 µl RT-Mastermix (2 µl 10x RT Puffer, 0.8µl 100 nM dNTP Mix, 2 µl 10x 
RT Random Primer, 1 l MultiScribe Reverse Transkriptase und 4.2 µl nukleasefreies Wasser) 
gemischt und nacheinander im Thermocycler für 10 min bei 25°C, 2 h bei 37°C und 5 min bei 
85°C inkubiert. Die fertige cDNA Probe wurde mit 150 µl DNAse freiem Wasser (Sigma) 
verdünnt, damit residuale Reaktionsbestandteile nachfolgende Versuchsabläufe nicht 
beeinträchtigen. 
2.2.7.7. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Zur spezifische Amplifikation von DNA-Abschnitten aus cDNA oder Plasmid-DNA wurden 
2 µl 10x PCR-Puffer (enthält 15 mM MgCl2, Qiagen), 0,5 µl dNTP-Mix (je 5 mM, 
Fermentas), jeweils 0,5 µl Primer (10 µM), 1 U Taq Polymerase (Qiagen), 1 µl Template 
(cDNA, Plasmid-DNA) gemischt und mit Wasser auf 20 µl aufgefüllt. Je nach verwendetem 
Primersatz wurde die Annealing-Temperatur (58-61°C) der PCR-Reaktion angepasst. Die 
PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler (PCR System 9700) der Firma Applied 
Biosystems (Darmstadt) durchgeführt (Mullis et al., 1986). 
2.2.8. Lentivirale Transduktion von humanen Stromazellen 
Für die lentivirale Transduktion von humanen Stromazellen wurde ein Vektorsystem der 
Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Helmut Hanenberg (HNO, Universitätsklinikum Düsseldorf) 
verwendet. 
2.2.8.1. Das lentivirale Plasmid-System 
Für die Herstellung virushaltiger Zellkulturüberstände wurde ein Drei-Plasmid-System 
bestehend aus dem Vektor, einem Helferplasmid und einem Hüllplasmid verwendet. Die 
Vektoren pCL12 und pCL6 gehören zur Familie der Retroviren zählenden Lentiviren 
(humanes Immundefizienzvirus), wobei die Strukturgene (z. B. gag, pol, env) entfernt wurden 
und durch das separate Hüll- und Helferplasmid kodiert werden. Die Vektoren enthalten eine 
multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site, MCS) sowie den SFFV-Promotor  
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(spleen focus-forming virus). Zudem kodiert der Vektor für ein Verpackungssignal Ψ, 
welches die Inkorporation viraler mRNA in neu gebildete virale Partikel ermöglicht, sowie 
LTRs (long terminal repeats), die die Integration in das Genom der Wirtszelle vermittelt. 
Eine Deletion in der U3-Region im 3´-LTR-Bereich der viralen Expressionskassette stellt 
zudem sicher, dass produzierte virale Partikel replikationsinkompetent sind, wodurch der 
Vektor zu den selbst-inaktivierenden (self-inactivating/SIN) Vektoren gehört (Leurs et al., 
2003). 
Das verwendete Helferplasmid pCD/NL-BH codiert für die lentiviralen Strukturgene gag 
(strukturellen Komponenten des Virus: Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine) und pol 
(Enzyme des Virus: Protease, Integrase und reverse Transkriptase) sowie regulatorische Gene 
wie vif, vpr, vpu, rev und tat unter der Kontrolle des humanen CMV (Cytomegalie-Virus)-
Promotors (Mochizuki et al., 1998). 
Als Hüllplasmid wurde der Vektor pcoPE01 verwendet, der für das foamyvirale (protypisches 
Foamyvirus) Hüllprotein unter der Kontrolle des CMV-Promotors kodiert (Heinkelein et al., 
1998). Der Einsatz eines foamyviralen Hüllproteins zur Pseudotypisierung der Viruspartikel 
bietet im Gegensatz zu den klassisch verwendeten Hüllproteinen, wie z. B. dem G-Protein des 
Vesicular Stomatitis Virus (VSV-G), vielfältige Vorteile. Das Hüllplasmid bietet einen breiten 
Wirts- und Gewebetropismus (Meiering und Linial, 2001). Zudem ermöglicht es aufgrund der 
Größe des Foamyvirus-Genoms von 13 kb große heterologe Gensequenzen zu verpacken und 
ohne eine Pathogenität bei Menschen zu verursachen (Yee et al., 1994; Linial, 2000). 
2.2.8.2. Verwendete Expressionsplasmide 
In dieser Arbeit wurden die Expressionsplasmide pCL1-SVT sowie pCL6-tTRKRABcoIPwo, 
tTRKRABcoIHwo und tTRKRABcoINwo verwendet. Alle Plasmide wurden uns aus der 
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Helmut Hanenberg (HNO, Universitätsklinikum Düsseldorf) zur 
Verfügung gestellt. 
In das pCL1-Plasmid wurde die kodierende Region des T-Antigens (TAg) des wildtypischen 
Simian Vacuolating Virus (SV40 large T) und dessen verkürzten Isoform small T über die 
Restriktionsschnittstellen BamHI in die MCS ligiert (Ahuja et al., 2005). Vor den SFFV 
Promotor wurde zudem ein Tetrazyklin-Operator (TetO) ligiert, der die Expression des  
SV40 large T und small T regulierbar macht (Deuschle et al., 1995). 
Für das Plasmid pCL6-tTRKRABcoIPwo wurde der pCL6 Ausgangsvektor wie folgt 
modifiziert: Ein Fusionsprotein bestehend aus der Repressordomäne eines transkriptionellen 
Transrepressors (tTR), der Krüppel associated box (KRAB)-Domäne und dem Tetrazyklin-
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Repressor (TetR) wurde über die Restriktionsschnittstellen XhoI und BamHI in die MCS 
ligiert. Das Fusionsprotein wird zudem über eine IRES-Domäne mit der kodierenden Region 
für die Puromycin(P)/Hygromycin(H)/Neomycin(N)-Resistenz verbunden. Die Resistenz-
Kassette wurde über die Restriktionsschnittstellen BamHI und BsrGI in die MCS des Vektors 
einligiert. 
2.2.1. Herstellung virushaltiger Überstände 
Zur Herstellung virushaltiger Überstände wurden jeweils 6x10
6
 HEK293T-Zellen auf zwei 
175 cm² Zellkulturflaschen ausgesät und für zwei Tage bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Zur 
Transfektion der HEK293T-Zellen mit allen drei zuvor beschriebenen Plasmiden wurde die 
Transfektionsagenz Polyethylenimin (PEI, hochmolekular, Sigma Aldrich) verwendet, ein 
kationisches Polymer, welches Nukleinsäuren bindet, deren negative Ladung überdeckt und 
eine effizient Aufnahme der DNA-Polykationen-Komplexe in die Zielzellen ermöglicht 
(Boussif et al., 1995; Goula et al., 1998). Für die Transfektion wurden je Zellkulturflasche 
135 µl PEI-Lösung (1 mg/ml) mit 12 ml serumfreiem Zellkulturmedium vermischt, die drei 
Plasmide zugegeben (40 µg Hüll- und Transferplasmid, 8 µg Hüllplasmid), erneut gut 
vermischt und anschließend bei RT für 30 min in Dunkelheit inkubiert. Die 
Transfektionslösung wurde in die Zellkulturflaschen überführt, mit 6 ml serumhaltigem 
Zellkulturmedium versetzt und ü. N. bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Nach 12-18 Stunden 
wurde das Medium entfernt und durch 20 ml Natriumbutyrat-haltiges (Buttersäure 
Natriumsalz, Merck) Medium (DMEM 1,5 g/l Glucose, 10 % FBS, 10 mM Natriumbutyrat) 
ersetzt. Durch das Natriumbutyrat wird der CMV-Promoter der Plasmide induziert, wodurch 
ein bis zu zwölffach höherer Virustiter erreicht werden kann (Radsak et al., 1989; Tanaka et 
al., 1991; Leurs et al., 2003). Nach 6-8 Stunden wurde das Medium vollständig gegen 20 ml 
frisches Medium ausgetauscht. Die Ernte der virushaltigen Zellkulturüberstände erfolgte nach 
weiteren 18-22 Stunden Inkubation. Hierzu wurde der Überstand abgenommen, gesammelt, 
residuale Zellen durch einen 0,45 µm Filter (Minisart Filter 0,45 μm, Sartorius) entfernt und 
in aerosoldichten Polycarbonat-Zentrifigationsröhrchen (40 ml Oak Ridge tube, Nalgene) für 
90 min bei 26.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen, 
verworfen, die angereicherten Viruspartikel in 2 ml HEPES-gepuffertem Medium (20 % FBS 
in IMDM) resuspendiert, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. 
2.2.1.1. Transduktion humaner Stromazellen 
Für die Transduktion humaner Stromazellen wurden 1-2x10
5
 Zellen je Vertiefung einer 6er 
Flachbodenplatte im entsprechenden Zellkulturmedium ausplattiert und ü. N. bei 37°C und  
5 % CO2 inkubiert. Die Zellen wurden mit angereichertem virushaltigem Überstand versetzt, 
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für 24 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert und anschließend das Medium vollständig durch 
frisches Medium ersetz. Die verwendeten Volumina virushaltigem Überstand wurden anhand 
zuvor durchgeführten Titrationen so gewählt, dass die Transduktionseffizienz bei 30-50 % 
liegt. 
2.2.2. Statistische Analysen 
Alle aufgeführten Daten sind, sofern nicht anders angegeben, als arithmetisches Mittel mit 
Standardabweichung („standard deviation“ = SD) oder Standardfehler („standard error of the 
mean“ = SEM) angegeben. Die Signifikanzniveaus wurden über den zweiseitig gepaarten 
student t-Test mit Hilfe des Programms Microsoft Excel 2007 und GraphPad Prism 5 
berechnet. Statistisch signifikante Unterschiede wurden wie folgt in den Abbildungen 
gekennzeichnet: *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. Die Berechnung der Korrelation 
erfolgte mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 5 unter Verwendung des Spearman 
Korrelationskoeffizienten. Berechnete Koeffizienten mit r²>0,500 bzw. r²<-0,500 wurden per 






Wie in der Einleitung ausführlich beschrieben, wurde durch die Beschreibung neuer 
Vorläuferzelltypen, die lymphatisches und partielles myeloisches aber kein erythrozytäres und 
megakaryozytäres Differenzierungspotential aufweisen, das klassische Modell der humanen 
Hämatopoese in Frage gestellt (Kawamoto et al., 1998; Adolfsson et al., 2005; Giebel et al., 
2006). Um die genauen Linienverwandtschaften insbesondere in der lympho-myeloischen und 
erythro-myeloischen Linie genauer zu untersuchen, sollte im Rahmen dieser Arbeit ein  
in vitro Nachweisverfahren zur Analyse humaner hämatopoetischer Stamm- und 
Vorläuferzellen auf Einzelzellebene etabliert werden. Als Grundlage hierfür sollte der 
klassische ML-IC Ansatz verwendet werden, der die retrospektive Analyse des 
Entwicklungspotentials einzelner HSVZ mit myeloischem Langzeit- (LTC-IC) sowie 
lymphatischem Langzeit- (NK-IC) Potential ermöglicht. 
In Analogie zum klassischen ML-IC Ansatz setzt die retrospektive Analyse einzelner Zellen 
in mehreren voneinander unabhängigen in vitro Analyseverfahren eine vorhergehende 
Expansion der zu analysierender Einzelzellen voraus (Abb. 2A). Dabei müssen die 
Expansionsbedingungen den Erhalt des initialen Differenzierungspotentials der Einzelzelle in 
der Nachkommenschaft gewährleisten. Folglich sollten im Rahmen dieser Arbeit in vitro 
Expansionsbedingungen definiert werden, die eine Expansion zu analysierender Zellen ohne 
Verlust des Differenzierungspotentials in der neu entstehenden Nachkommenschaft 
ermöglichen. 
 
Abb. 2: Schematische Darstellung des erweitererten ML-IC Ansatzes 
(A) Einzelne zu analysierende Zellen werden für 14 Tage in Kokultur mit Zellen muriner oder 
humaner Stromazellen expandiert und die Nachkommenschaft sowohl phänotypisch als auch 
funktionell analysiert. (B) Der erweiterte ML-IC Ansatz sollte um einen T-Zell, B-Zell, CFC, DC, 
Erythrozyten und Megakaryozyten Ansatz erweitert werden. 
 
Zur detaillierten Analyse des Differenzierungspotentials der hämatopoetischen 




Linien benötigt. Folglich sollte der klassische ML-IC Ansatz (LTC-IC und NK-IC Ansatz) 
um weitere funktionelle Differenzierungsansätze zur Detektion von Zellen mit T-Zell,  
B-Zell, Monozyten/Makrophagen, Neutrophilen, Basophilen, Eosinophilen, Erythrozyten, 
Megakaryozyten und DC Potential erweitert werden (Abb. 2B). 
3.1. Verlust des erythrozytären Differenzierungspotentials in 
Suspensionskultur 
Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe ist bekannt, dass primitive HSVZ mit LTC-IC und  




 Fraktion frisch isolierter HSVZ aus dem 





Zellen hervorbringen können (Beckmann et al., 2007). Aufgrund der Beschreibung neuer 
Vorläuferzelltypen, die das klassische Modell der humanen Hämatopoese in Frage stellen, 
wurde zu Beginn der Doktorarbeit in einem Gemeinschaftsprojekt mit André Görgens  









 genauer analysiert. Die Analysen 
führten zur Beschreibung bislang unbekannter Linienverwandtschaften sowie einer 
alternativen Modellvorstellung der humanen Hämatopoese (Görgens et al., 2013a; Görgens et 
al., 2013b) und stellen eine wichtige Grundlage für die Etablierung des erweiterten ML-IC 
Ansatzes dar. Folglich werden im nachfolgenden Abschnitt die wesentlichen Ergebnisse und 
Erkenntnisse dieses Gemeinschaftsprojektes dargestellt und zusammengefasst. 
 
Abb. 3: Durchflusszytometrische Sortierung frisch isolierter HSVZ Subpopulationen 
Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Zellsortierung wurden aus zuvor MACS-angereicherten 
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Population aufgereinigt (Nach Sort). 
 









 durchflusszytometrisch sortiert (Abb. 3) und über einen Zeitraum von  






















 Populationen wurden zudem in allen verfügbaren 
funktionellen Differenzierungsansätzen (LTC-IC, NK-IC, CFC Ansatz und NOD/SCID 
Maus) analysiert. 









 Zellen (+ -) hervor, wobei der überwiegende Teil der 


















 Zellen (-) wiesen nach 














(+ - - und - - -) hervor (Görgens et al., 2013b). 
 
 
Abb. 4: Durchflusszytometrisch sortierte und analysierte hämatopoetische Subpopulationen 
Frisch isolierte CD34
+
 Zellen aus dem Nabelschnurrestblut (Tag 0) wurden durchflusszytometrisch 









 (-) unterteilt und sortiert. Die Zellfraktionen wurden für drei Tage (Tag 3) in 
Suspension kultiviert, analysiert, die gekennzeichneten Populationen (+ +), (+ -) und (- -) sortiert und 
in funktionelle Analysen überführt. Übrige Zellen wurden erneut für weitere drei Tage in Suspension 








Die funktionelle Analyse der Zellen im CFC Ansatz ergab, dass im Verlauf der 










 (+) Zellen brachten überwiegend CFU-G, CFU-M (16,4 ± 6,14 %) 
bzw. CFU-GM (+: 0,94 ± 0,52 %) und nur wenige BFU-E (3,7 ± 1,95 %) bzw. CFU-MIX  




 (+ +) HSZV 
mit erythrozytärem (0,88 ± 1,44 %) und erythro-myeloischem (1,13 ± 0,48 %) 
Koloniebildungspotential nahm im Verlauf der Kultur ab, bis hin zum nahezu vollständigen 
Verlust des erythrozytären Potentials an Tag 6 (+ + +, 0,05 ± 0,11 %, Abb. 5B, n=4). Das 
Potential zur Ausbildung von CFU-G/M (d3: 18,38 ± 8,8 %; d6: 8,5 ± 3,6 %) bzw. CFU-GM  










 (-) Zellen realisierten fast ausschließlich erythrozytäre  
(13,2 ± 5,61 %) und erythro-myeloische (8,6 ± 4,98 %) Kolonien und wiesen weniger 









 (-) Zellen 
für weitere 3 Tage kultiviert (- -), sank die Gesamt-Koloniebildungsrate und der Anteil 
erythrozytärer (10,4 ± 6,5 %), erythro-myeloischer (1,38 ± 0,66 %) und CFU-G/M  
(3,31 ± 4,51 %) Kolonien nahm ab (Abb. 5B, n=4). An Tag 6 konnten keine Zellen mit 













Population hervor (Tag 3: + -; Tag 6: + + -, Abb. 5A). Diese Zellen wiesen im Vergleich zur 
CD133 exprimierenden Ursprungspopulation einen höheren Anteil erythrozytärer und 




 Fraktion (+ -) 






Abb. 5: Sequenzielle Analyse hämatopoetischer Subfraktionen im CFC Ansatz 
(A) Schematischer Versuchsablauf und Darstellung der durchflusszytometrisch isolierten 
Subpopulationen. (B) Funktionelle Analyse der isolierten Subfraktionen im CFC Ansatz (n=4).  
CFU-G und CFU-M sowie BFU-E und CFU-E Kolonien wurden für die Darstellung 
zusammengefasst. (veröffentlicht in Görgens et al., 2013b). 
Um das myeloische und lymphatische Langzeitpotential sowie SRC Potential der 









Fraktion an Tag 3 durchflusszytometrisch sortiert und in den LTC-IC und NK-IC Ansatz 
überführt bzw. in die NOD/SCID Maus transplantiert (Abb. 6, veröffentlicht in Görgens et al., 
2013b). Die Transplantation der Subpopulationen in die NOD/SCID Maus wurde im Rahmen 
der Doktorarbeit von André Görgens durchgeführt. Zellen mit LTC-IC und NK-IC Potential 




 Fraktion enthalten (Abb. 6A). Zudem konnten 




 Population 8 Wochen nach intravenöser Transplantation in 
NOD/SCID Mäuse in das Knochenmark einwandern und Aspekte eines humanen 





Abb. 6: Funktionelle Analyse hämatopoetischer Subfraktionen im LTC-IC, NK-IC Ansatz 
sowie in der NOD/SCID Maus 










 Fraktion nach 
3-tägiger in vitro Kultivierung (B) Quantifizierung humaner CD45
+
 Zellen im Knochenmark von 















) Zellen. Identische Symbole 
markieren Tiere mit Zellen aus dem gleichen Nabelschnurrestblut (veröffentlicht in Görgens et al., 
2013b). 
 









 Zellen hervorbringen, wohingegen CD133
low
 Zellen nicht in der Lage waren 





 Fraktion angereichert und bleiben in der Suspensionskultur erhalten (Görgens 
et al., 2013b). HSVZ mit erythrozytärem und erythro-myeloischem Koloniebildungspotential 




 Population enthalten und gehen in der 
Suspensionskultur innerhalb von 6 Tagen nahezu vollständig verloren (Görgens et al., 2013b). 
3.2. Etablierung von in vitro Differenzierungsansätzen (Teil 1) 
In Analogie zum klassischen ML-IC Ansatz sieht die initiale in vitro Expansion zu 
analysierender Einzelzellen im erweiterten ML-IC eine Kulturdauer von 14 Tagen ohne den 
Verlust der initialen Differenzierungspotentiale in der Nachkommenschaft vor. Da 
insbesondere der Erhalt von Zellen mit erythrozytärem und/oder erythro-myeloischem 
Differenzierungspotential in der Suspensionskultur einen kritischen Faktor darstellt, wurde 
der klassische ML-IC (LTC-IC und NK-IC Ansatz) für den nachfolgenden systematischen 
Vergleich alternativer in vitro Kultur/Expansionsbedingungen um den CFC Ansatz erweitert. 
Der CFC Ansatz wurde maßgeblich von André Görgens im Rahmen seiner Doktorarbeit 




Modellvorstellung der humanen Hämatopoese stellen eine wichtige Grundlage für die 
weiterführende Arbeit dar und werden nachfolgend kurz zusammengefasst. Aufgrund der 
Beschreibung neuer Linienverwandtschaften in der alternativen Modellvorstellung der 
humanen Hämatopoese, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Qualität der Zellen im LTC-IC 
und NK-IC Ansatz genauer untersucht. Die Ergebnisse der Analysen sind in den 
nachfolgenden Abschnitt 3.2.2 und 3.2.3 dargestellt. 
3.2.1. Der „colony-forming cell“ (CFC) Ansatz 
Der CFC Ansatz ermöglicht eine klonale Analyse und Quantifizierung von Zellen mit 
erythrozytärem (CFU-E, BFU-E), monozytärem (CFU-M) und granulozytärem (CFU-G) 
Koloniebildungspotential sowie gemeinsamen Vorläufern mit gemischtem Granulozyten-
Makrophagen (CFU-GM) und Granulozyten-Makrophagen-Erythrozyten (CFU-MIX) 
Potential. (Abb. 7) (Pike und Robinson, 1970; Moore et al., 1973). Zu analysierende Zellen 
werden hierzu in geringer Dichte in semisolides Methylcellulose-haltiges Medium 
eingebracht, das die Bewegung der Zellen einschränkt und somit die Koloniebildung 
ermöglicht. Für die Induktion der Differenzierung ist das kommerziell erworbene Medium 
(H4434 von StemCell Technologies) mit den Zytokinen SCF, GM-CSF, IL-3 sowie Epo 
versetzt. Entsprechend des Differenzierungspotentials der zu analysierenden Zellen können 
nach 14 Tagen unterschiedliche Kolonietypen (CFU: colony forming unit) optisch anhand der 
Größe der Zellen sowie der Form und der Farbe der Kolonien diskriminiert und quantifiziert 
werden (Abb. 7). 
 
Abb. 7: Mikroskopische Aufnahme von Kolonien im CFC Ansatz 
Diskriminierbare Kolonietypen im CFC Ansatz (Maßstabsbalken = 20 µm; BFU-E: burst-forming unit 
erythrocyte; CFU-M: colony-forming unit macrophage; CFU-G: colony-forming unit granulocyte; 
CFU-GM: colony-forming unit granulocyte macrophage; CFU-MIIX: colony-forming unit erythrocyte 
macrophage granulocyte) (Görgens et al., 2013b) 
 









 Fraktion myeloisches und erythro-myeloisches Koloniebildungspotential 
aufweisen (vgl. Abb. 5B), wurde insbesondere die Qualität der Granulozyten in den 












 Fraktion aus dem Nabelschnurrestblut 
durchflusszytometrisch sortiert, in den CFC Ansatz eingebracht und nach 14-Tagen die 
Qualität der Nachkommenschaft mit Hilfe unterschiedlicher Techniken 
(Durchflusszytometrie, Zytospin sowie PCR) umfangreich analysiert. 
Eine wesentliche Erkenntnis dieser Untersuchungen war, dass neutrophile Granulozyten in 










bringen zudem nach erneuter Replatierung in den CFC Ansatz Eosinophile sowie Basophile 




 Population bringen ebenfalls CFU-G und CFU-MIX 
Kolonien hervor, die jedoch eosinophile und basophile Granulozyten enthalten  
(Görgens et al., 2013b). Folglich können in der CD34
+
 Population anhand der Expression des 
Oberflächenantigen CD133 zwei unterschiedliche Subpopulationen mit CFU-G sowie  
CFU-MIX Potential unterschieden werden. 
Der Befund, dass primitive HSVZ mit LTC-IC, NK-IC sowie NOD/SCID 





angereichert sind (vgl. Abb. 6), führte zu einer alternativen Modellvorstellung der humanen 





) Linie stattfindet (Görgens et al., 2013b). Eosinophile sowie 
Basophile werden demnach von erythro-myeloischen Progenitoren (EMP) gebildet, 
wohingegen lympho-myeloisch spezifizierte Vorläuferzellen (LMPP) Neutrophile 
hervorbringen. Dieser alternativen Modellvorstellung zufolge stellen multipotente HSVZ die 
einzigen hämatopoetischen Zellen dar, die gleichzeitig das Oberflächenantigen CD133 
exprimieren und im CFC Ansatz CFU-MIX-Kolonien hervorbringen können (Görgens et al., 
2013a; Görgens et al., 2013b). 
Der CFC Ansatz stellt somit in den nachfolgenden Versuchen zur Etablierung der in vitro 
Expansionsbedingungen zusätzlich zur Detektion von Zellen mit erythrozytärem, 
myeloischem und erythro-myeloischem Koloniebildungspotential eine einfache Möglichkeit 




 Zellpopulation dar.  
3.2.2. Qualifizierung des LTC-IC Ansatzes 
Ein bereits im klassischen ML-IC Ansatz verwendeter Ansatz zur Quantifizierung von 
unreifen Progenitoren mit „Stammzelleigenschaften“ ist der Long-Term Culture-Initiating 
Cell (LTC-IC) Ansatz (Sutherland et al., 1989; Sutherland et al., 1990; Moore et al., 1997; 
Punzel et al., 1999a). Zu analysierende Zellen werden in diesem Ansatz für fünf Wochen mit 




mit myeloischem Langzeitpotential entgegenwirken, wohingegen liniendeterminierte Zellen 
in diesem Zeitraum terminal differenzieren. Zellen mit sogenanntem LTC-IC Potential 
bringen im anschließenden 2-wöchigen Differenzierungsphase sekundäre myeloische/ 
granulozytäre Kolonien hervor (Abb. 8A), die üblicherweise mikroskopisch quantifiziert 
werden (Hao et al., 1996). 





 Fraktion angereichert sind und diese Zellen im CFC Ansatz neutrophile 
Granulozyten hervorbringen (Görgens et al., 2013b). Da beim LTC-IC Ansatz üblicherweise 
keine Unterscheidung der Granulozytensubtypen in den sekundären myeloischen/ 
granulozytären Kolonien stattfindet, wurde die Qualität der entstehenden Zellen im LTC-IC 
Ansatz insbesondere der Granulozyten genauer analysiert. Zur Charakterisierung der 
hämatopoetischen Nachkommenschaft in primären Kolonien (Woche 5) sowie sekundären 




 Zellen durchflusszytometrisch sortiert und in den 
LTC-IC Ansatz eingebracht, kultiviert und nach 5 bzw. 7 Wochen geerntet. 
Bei der durchflusszytometrischen Analyse der hämatopoetischen Nachkommenschaft nach 
















unterschieden (Abb. 8B). Nach fünf Wochen enthielten die Nachkommenschaft sowohl 










(0,83 ± 0,3 %, nicht dargestellt, n=3) Progenitorzellen. Sekundäre myeloische Kolonien nach 
sieben Wochen enthielten sowohl Granulozyten (42,1 ± 23,4 %, n=2) als auch Monozyten  






 Zellen. B-Zellen  
(2,6 ± 0,2 %, n=2) und NK-Zellen (1,9 ± 2,3  %, n=2) wurden nur vereinzelt detektiert. 
Da die durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenmarker CD15 und CD66b keine 
Diskriminierung der unterschiedlichen Granulozytensubtypen (Neutrophile, Basophile, 
Eosinophile) ermöglicht, wurden die Zellen zudem im Zytospin untersucht (Abb. 8C). Die 
CAFC-Kolonien enthielten sowohl neutrophile Granulozyten (36,9 ± 22,8 %, n=2) als auch 
Makrophagen (10,3 ± 6,1 %, n=2) sowie Zellen, die keinem spezialisiertem Zelltypen 
zugeordnet werden konnten (52,8 ± 17,1 %, n=2). Auch in den sekundären myeloischen 
Kolonien wurden neben neutrophilen Granulozyten (39,5 ± 10,5 %, n=2) und Makrophagen 
(37,0 ± 12,5 %, n=2) weiterhin 17,3 ± 12,5 % blastoide, wahrscheinlich undifferenzierte 
Zellen detektiert. Weder nach Woche 5 noch nach Woche 7 fanden sich im LTC-IC Ansatz 




Zusammenfassend konnte sowohl durchflusszytometrisch als auch histologisch nachgewiesen 
werden, dass im LTC-IC Ansatz Makrophagen/Monozyten sowie ausschließlich neutrophile 





Zellen, die im klassischen CFC Ansatz ausschließlich basophile und eosinophile 
Granulozyten hervorbringen, in der Nachkommenschaft enthalten waren, wurden keine 
Basophilen und Eosinophilen detektiert. Der LTC-IC Ansatz ermöglicht bei der 
nachfolgenden Etablierung der in vitro Kulturbedingungen sowie im erweiterten ML-IC 
Ansatz den Nachweis von Zellen mit in vitro Langzeitpotential und dem 
Differenzierungspotential in neutrophile Granulozyten. Zusätzlich unterstützt der Ansatz die 
Ausreifung und den Nachweis von Zellen mit Makrophagen/Monozyten 
Differenzierungspotential. 
 
Abb. 8: Qualifizierung des LTC-IC Ansatzes 
(A) Kolonietypen im LTC-IC Ansatz nach 5 bzw. 7 Wochen Kultur (Maßstabsbalken links = 5 µm; 
rechts = 20 µm). (B) Durchflusszytometrische Charakterisierung der Zellen aus dem LTC-IC Ansatz 
nach 5 bzw. 7 Wochen Kultur. Nach Ausschluss von Zelltrümmern, Dubletten und Zellklumpen 











) und NK-Zellen (CD56
+
) diskriminiert. (C) Modifizierte 
hämatologische Färbung nach Wright von Zellen aus dem LTC-IC Ansatz (Mac: Makrophage; 





3.2.3. Qualifizierung des NK-IC Ansatzes 
Eine weitere funktionelle Analysemethode, die im klassischen ML-IC Ansatz repräsentativ 
für den lymphatischen Zweig angewendet wird, ist der NK-Zell Ansatz (Miller et al., 1992; 
Punzel et al., 1999a; Punzel et al., 1999b). In Analogie zum LTC-IC Ansatz werden zu 
analysierende Zellen für fünf Wochen mit Zellen der murinen Stromazelllinie AFT024 
kokultiviert. Zur Induktion der NK-Zell Differenzierung werden dem Kulturmedium humanes 
AB-Serum sowie die Wachstumsfaktoren IL-2, IL-7 und IL-15 zugesetzt. Ebenso wie beim 
LTC-IC Ansatz findet die Auswertung und Quantifizierung der Zellen mit NK-Zell 
Differenzierungspotential üblicherweise anhand rein morphologischer Kriterien statt  
(Abb. 9A). 
Um den NK-IC Ansatz für den Nachweis von Zellen mit dem Differenzierungspotential zu 
NK-Zellen in den nachfolgenden Versuchen sowie im erweiterten ML-IC Ansatz besser zu 
verstehen, wurden die Qualität der Nachkommenschaft, das Reifungsstadium sowie die 





 Fraktion, welche für Zellen mit NK-Zell Potential angereichert ist 
(Görgens et al., 2013b), durchflusszytometrisch sortiert und in den NK-IC Ansatz 
eingebracht. Im NK-IC Ansatz sind sowohl rundliche, blastoide Zellen als auch polarisierte, 
Komma-förmige NK-Zellen enthalten, deren Morphologie der undifferenzierter, polarisierter 
CD34
+
 Zellen sehr ähnelt (Giebel et al., 2004). Die morphologisch diverse 
Nachkommenschaft wurde zur Unterscheidung verschiedener Zellqualitäten geerntet und in 






















Neben NK-Zellen (70,4 ± 5,2 %, n=2) konnten Makrophagen/Monozyten (17,8 ± 0,2 %, n=2), 









 Zellen wurden in 
keinem der gemessenen Ansätze detektiert. Die NK-Zellen ließen sich anhand der 









; 21,3 ± 17,3 %, n=3) NK-Zellen unterteilen (Beziat et al., 2011). Die B-Zell 
Differenzierung (2,9 ± 1,4 %, CD19
+
, n=2) wurde im NK-IC Ansatz nicht unterstützt.  
Um die Qualität der durchflusszytometrisch detektierten Granulozyten zu analysieren, wurden 
die Zellen im Zytospin untersucht (Abb. 9C). Neben den lymphatischen NK-Zellen mit 




Zytospin sowohl neutrophile Granulozyten (13,3 ± 10,5 %, n=4) als auch Makrophagen  
(5,3 ± 6,1 %, n=4) detektiert. Etwa 19,1 ± 8,1 % (n=4) der Zellen konnten keinem 
spezifischen Zelltypen zugeordnet werden. Erythrozyten, Eosinophile sowie Basophile 
wurden nicht detektiert. 
 
Abb. 9: Qualifizierung des NK-IC Ansatzes 
(A) Morphologie von Zellen aus dem NK-IC Ansatz (Maßstabsbalken = 50 µm). (B) Modifizierte 
hämatologische Färbung nach Wright von Zellen aus dem NK-IC Ansatz (Mac: Makrophage; Neutro: 
Neutrophile; Maßstabsbalken = 5 µm). (C) Durchflusszytometrische Charakterisierung der Zellen aus 
dem NK-IC Ansatz. Nach Ausschluss von Zelltrümmern, Dubletten und Zellklumpen (außerhalb der 











) und NK-Zellen (CD56
+









 unterteilt werden. (D) Veränderung der 
CD107a Expression auf der Oberfläche von Zellen aus dem NK-IC Ansatz nach 4-stündiger Kokultur 
mit Zellen der Tumorzelllinie K562. (E) Zytotoxizitätstest von Zellen aus dem NK-IC Ansatz. Die 
Zellmembran von K562-Zellen wurden mit PKH67 angefärbt und nach 4-stündiger Kokultur mit 




) Zellen quantifiziert. 
 





) ist. Inwiefern der etablierte NK-IC Ansatz auch die 
Ausreifung funktionell aktiver NK-Zellen ermöglicht, wurde nachfolgend analysiert.  
Zwei funktionelle Merkmale von NK-Zellen sind die Induktion der Apoptose von 
körperfremden Zellen sowie die gesteigerte Präsentation des Oberflächenantigens CD107 




Zytokinsekretion der NK-Zellen assoziiert ist (Alter et al., 2004). Um die Fähigkeit der  
in vitro generierten NK-Zellen zur Aktivierung und zur Apoptoseinduktion zu testen, wurden 
diese in den Zytotoxizitäts Ansatz eingebracht (Abb. 9D und E, n=4). Die Kokultivierung  
in vitro generierter NK-Zellen mit Zellen der Tumorzelllinie K562 führte zur bis zu 20-fach 
stärkeren Expression des Aktivierungsmarkers CD107 auf den NK-Zellen und somit zu einer 
erfolgreichen Aktivierung der Zellen (Abb. 9D, n=4). Zudem induzierten die in vitro 
generierten NK-Zellen die Apoptose von K562-Zellen, was an der Zunahme von 
apoptotischen, PI
+
 K562-Zellen zu erkennen war und den Eigenschaften funktioneller  
NK-Zellen entspricht (beispielhaft von 3,2 % auf 50 %, Abb. 9E). 
Der etablierte NK-IC Ansatz nach Miller et al. ermöglicht somit die Generierung und 
Quantifizierung sowohl phänotypischer als auch funktionell aktiver NK-Zellen. Zudem 
wurden sowohl durchflusszytometrisch als auch histologisch Makrophagen und neutrophile 





 Zellen im NK-IC Ansatz vorhanden waren, wurden keine Erythrozyten, 
Basophile oder Eosinophile im Zytospin detektiert. 
Für den erweiterten ML-IC Ansatz und die nachfolgende Etablierung der in vitro 
Kulturbedingungen stellt der NK-IC Ansatz daher eine valide Nachweismethode zur 
Detektion und Quantifizierung von Zellen mit NK-Zell Differenzierungspotential dar. Der 
Ansatz unterstützt zudem die Ausreifung und Differenzierung von Makrophagen/Monozyten 
sowie neutrophiler Granulozyten. 
3.2.4. Funktionelle Analyse frisch isolierter HSVZ im LTC-IC, NK-IC und CFC 
Ansatz 
Um in den nachfolgenden Versuchen zur Optimierung der in vitro Kulturbedingungen die 
Expansion von Zellen mit LTC-IC, NK-IC sowie CFC Potential berechnen zu können, wurde 
die Frequenz dieser funktionellen Zellen zuvor in frisch isolierten HSVZ ermittelt. Hierzu 








 Population sowie 
unfraktionierte CD34
+
 Zellen durchflusszytometrisch sortiert und definierte Zellzahlen in die 
zuvor etablierten Analysemethoden (LTC-IC, NK-IC, CFC Ansatz) eingebracht (Abb. 3). Die 
Analyse des Differenzierungspotentials wurde im LTC-IC und NK-IC Ansatz mit  
6.000 Zellen und im CFC Ansatz mit 200 Zellen durchgeführt. 
Zellen mit LTC-IC sowie NK-IC Potential waren in frisch isolierten Zellen aus dem 




 (LTC-IC: 14,68 ± 1,7 %;  








NK-IC: 0,84 ± 0,21 %, n=5) Zellfraktion enthalten (Abb. 10A und B, Tab. 19)  





 Fraktion sowohl Zellen mit CFU-M, CFU-G, CFU-GM als auch BFU-E und 





Fraktion wiesen hingegen überwiegend CUF-G, BFU-E und CFU-MIX Potential auf. Die 




 Zellfraktion bei  




 Population bei 20,9 ± 0,93 %. 







V1 13,78% 1,50% 7,80% 
V2 21,10% 0,11% 11,19% 
V3 n. v. n. v. 8,99% 
V4 8,96% 0,00% 6,54% 
V5 17,35% 0,66% 5,38% 
V6 14,45% 0,22% 10,84% 
V7 12,41% 0,08% 11,73% 
    
MW 14,68% 0,42% 8,92% 
SEM 1,70% 0,23% 0,92% 
    
p(133low) - 0,004 0,024 








V1 4,08% 0,38% 2,24% 
V2 8,00% 0,36% 7,02% 
V3 3,32% 0,75% 1,30% 
V4 8,55% 1,27% 4,84% 
V5 12,91% 0,18% 5,87% 
V6 10,21% 1,29% 4,62% 
V7 10,64% 1,70% 6,66% 
    
MW 8,24% 0,84% 4,65% 
SEM 1,31% 0,21% 0,81% 
    
p(133low) - 0,012 0,005 
p(34+) - - 0,034 
 
Alle Messwerte sind in Prozent 













berechnung im Vergleich zur 
CD34
+
 Fraktion (t-Test, zweiseitig, 
gepaart); Signifikanzen p<0,05 
sind fett gedruckt. 
 








V1 3,25% 15,00% 5,50% 
V2 2,25% 11,50% 5,50% 
V3 1,75% 9,75% 5,50% 
V4 3,50% 14,00% 6,50% 
V5 3,00% 13,00% 5,50% 
V6 1,50% 16,00% 4,00% 
    
MW 2,54% 13,21% 5,42% 
SEM 0,34% 0,94% 0,33% 
    
p(133low) - 0,001 0,001 








V1 0,75% 3,00% 3,75% 
V2 2,20% 8,00% 4,00% 
V3 1,00% 5,50% 4,00% 
V4 2,00% 5,50% 7,00% 
V5 2,00% 4,00% 4,50% 
V6 0,50% 6,00% 4,50% 
    
MW 1,41% 5,33% 4,63% 
SEM 0,30% 0,70% 0,49% 
    
p(133low) - 0,001 0,001 








V1 0,75% 1,00% 0,75% 
V2 0,50% 0,00% 0,50% 
V3 1,25% 0,00% 1,75% 
V4 2,00% 0,00% 1,50% 
V5 1,00% 0,00% 0,50% 
V6 0,00% 0,00% 0,50% 
    
MW 0,92% 0,17% 0,92% 
SEM 0,28% 0,17% 0,23% 
    
p(133low) - 0,080 0,056 









V1 18,25% 2,75% 18,0% 
V2 15,50% 2,25% 19,5% 
V3 15,25% 2,75% 11,5% 
V4 22,50% 3,50% 17,5% 
V5 10,00% 2,50% 7,5% 
V6 12,50% 2,00% 13,0% 
    
MW 15,67% 2,63% 14,5% 
SEM 1,79% 0,21% 1,88% 
    
p(133low) - 0,001 0,001 









V1 7,25% 0,50% 4,25% 
V2 6,50% 0,00% 5,50% 
V3 5,00% 0,00% 3,75% 
V4 6,00% 0,00% 4,50% 
V5 5,50% 0,00% 1,00% 
V6 3,50% 0,00% 3,50% 
    
MW 5,63% 0,08% 3,75% 
SEM 0,53% 0,08% 0,62% 
    
p(133low) - 0,001 0,001 








V1 30,25% 22,25% 32,25% 
V2 26,95% 21,75% 35,00% 
V3 24,25% 18,00% 26,50% 
V4 36,00% 23,00% 37,00% 
V5 21,50% 19,50% 19,00% 
V6 30,25% 22,25% 32,25% 
    
MW 27,79% 20,90% 29,95% 
SEM 2,51% 0,93% 3,26% 
    
p(133low) - 0,019 0,273 







 Fraktion waren in der Lage alle Linienpotentiale in den zuvor 





 Zellen hingegen wiesen überwiegend myeloisches, erythrozytäres und 
erythro-myeloisches Koloniebildungspotential im CFC Ansatz auf. Zellen mit NOD/SCID 




 Zellpopulation enthalten 





Abb. 10: Differenzierungspotential frisch isolierter HSVZ-Subpopulationen 











 Zellen aus dem Nabelschnurrestblut wurden durchflusszytometrisch 
sortiert und das Differenzierungspotential im (A) LTC-IC, (B) NK-IC und (C) CFC Ansatz ermittelt  






 Fraktion Zellen mit dem Potential zur Differenzierung in alle 




 HSVZ für die 
nachfolgende Etablierung der in vitro Expansionsbedingungen verwendet. Die ermittelten 









Zellen dienen zudem in den nachfolgenden Versuchen der Berechnung der Expansion und 
somit der Beurteilung der Kulturbedingungen. 
3.3. Expansion von HSVZ in Kokultur mit Zellen muriner Stromazelllinien 
Alternativ zur Suspensionskultur werden zur Expansion multipotenter hämatopoetischer 
Zellen häufig stromazellbasierte Kokultursysteme angewendet. So werden z.B. im klassischen 
ML-IC Ansatz Zellen der murinen Zelllinie AFT024 verwendet, die nachweislich den Erhalt 
und die Expansion von HSVZ mit NK-Zell sowie LTC-IC Potential über den Zeitraum von  
14 Tagen unterstützt (Punzel et al., 1999a; Giebel et al., 2006). Weitere murine 
Stromazelllinien, die in der Literatur bereits für die in vitro Expansion von humanen HSVZ 
verwendet wurden sind die Zelllinien OP9 sowie MS-5 (Itoh et al., 1989; Suzuki et al., 1992; 
Issaad et al., 1993; Moore et al., 1997; Nolta et al., 2002; Feugier et al., 2005; Weisel et al., 
2006; Chung et al., 2010; Fernandez-Sanchez et al., 2011; Tiwari et al., 2012). In einigen 




verwendet, die ektop den Notch-Liganden Delta-like 1 (DL1) exprimiert. DL1 spielt bei der 
Selbsterneuerung von HSVZ in der in vivo Nische eine essentielle Rolle und wird als 
möglicher Faktor zum in vitro Erhalt und zur Expansion von HSVZ diskutiert  
(Varnum-Finney et al., 2003; Dahlberg et al., 2011).  
Inwiefern die murinen Stromazelllinien-Zellen eine Expansion oder einen Erhalt von Zellen 




 Zellen mit  
erythro-myeloischem Differenzierungspotential über den Zeitraum von 14 Tagen 




 Zellen für 
14 Tage in Suspensionskultur bzw. mit Zellen der Zelllinien AFT024, OP9, OP9-DL1 und 
MS-5 kokultiviert. Allen Kulturbedingungen wurde über den gesamten Zeitraum die 
Wachstumsfaktoren SCF, TPO sowie Flt3-L zugesetzt. Der zeitliche Ablauf der 
durchgeführten Kokulturversuche sowie der nachfolgenden funktionellen Analysen der 
hämatopoetischen Nachkommenschaft ist schematisch in Abb. 11 dargestellt. 
 
Abb. 11: Schematischer/zeitlicher Ablauf der Kokulturversuche 
(A) Cryokonservierte Stromazellen wurden aufgetaut (d-7), für vier Tage kultiviert und 800 Zellen/cm² 





pro cm² auf die Stromazellen ausgebracht (d0) und für 14 Tage bei 37°C und 5 % CO2 kokultiviert. 
(B) An Tag 14 (d14) erfolgte die durchflusszytometrische Quantifizierung und die Initiierung der 








. Die Auswertung des 
CFC Ansatzes erfolgte nach 14 Tagen und des NK-IC Ansatzes nach 35 Tagen. An Tag 35 wurde im 
LTC-IC Ansatz die Differenzierung induziert und 14 Tagen später der LTC-IC Ansatz ausgewertet. 
 




 Zellen (200/cm²) für 14 Tage in Suspensionskultur 
bzw. mit den murinen Stromazellen kokultiviert und die entstehende Nachkommenschaft 
anschließend durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 12A). Nach Ausschluss toter Zellen 
(PI
+
), Zelltrümmer und Dubletten sowie nicht hämatopoetischer Stroma-/Zellen bzw. reifen 
Erythrozyten (CD45
-
) wurde die Expression der Oberflächenantigene CD34 und CD133 auf 
















 (-/+) für die Quantifizierung unterschieden 
(Abb. 12A, Tab. 21).  
 
Abb. 12: Strategie für die durchlusszytometrische Quantifizierung und Sortierung von 
HSVZ in Kokultur 
















 Zellen nach 14-tägiger Kokultur mit murinen Stromazelllinien-Zellen. Darstellung 
repräsentativer Analysen aus unabhängigen Vorversuchen. (C) Strategie und Reanalyse der 
durchflusszytometrischen Sortierung für die funktionelle Analyse der Subpopulationen nach 14 tägiger 
Kokultur. 
 
Die durchflusszytometrische Analyse ergab, dass der überwiegende Anteil der 
hämatopoetischen Nachkommenschaft nach 14-tägiger in vitro Kultivierung (etwa 40 – 80 % 
der Zellen) weder CD133 noch CD34 exprimierte (Abb. 12B, Tab. 21, n=3). In der 
Suspensionskultur waren in der CD34
+













 Zellen lag 
tendenziell in der Kokultur mit AFT024, OP9 sowie MS-5 Stromazellen über den Frequenzen 
in Suspensionskultur. 














 Zellfraktion konnte im Vergleich zur Suspensionskultur in 








 Zellen (-/+) wurden ausschließlich in der Suspensionskultur detektiert, die 









 Fraktion beschrieben wurden (Gallacher et al., 2000). Die funktionelle 




Population ist in Abschnitt 3.5.1 aufgeführt, da diese 
Zellfraktion insbesondere in der Kokultur von HSVZ mit primären endothelialen 
Stromazellen detektiert wurde. 



















V1 6,56% 12,0% 11,2% 15,9% 3,72% 
V2 4,92% 12,1% 27,2% 24,5% 8,80% 
V3 6,10% 5,98% 19,9% 30,3% 5,68% 
      
MW 5,86% 10,0% 19,4% 23,6% 6,07% 
SEM 0,49% 2,05% 4,60% 4,18% 1,48% 
      
p (S) - 0,199 0,115 0,056 0,925 
p (A) - - 0,206 0,150 0,229 
p (O) - - - 0,390 0,051 











V1 3,86% 20,8% 21,9% 34,9% 14,3% 
V2 1,18% 20,9% 32,0% 31,2% 17,8% 
V3 2,23% 11,7% 29,6% 33,7% 19,4% 
      
MW 2,43% 17,8% 27,8% 33,3% 17,2% 
SEM 0,78% 3,04% 3,04% 1,09% 1,51% 
      
p (S) - 0,037 0,022 0,001 0,021 
p (A) - - 0,175 0,046 0,899 
p (O) - - - 0,312 0,030 
p (D) - - - - 0,019 
 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MW = Mittelwert; n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert;  
p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart) 
 
Zusätzlich zur qualitativen Analyse der hämatopoetischen Nachkommenschaft wurde die 
Expansion der Subpopulationen im Vergleich zur initial eingesetzten Zellzahl berechnet  
(Tab. 22 und Abb. 13A). In der Suspensionskultur sowie in der Kokultur mit Zellen der Linie 
OP9-DL1 wurde die geringste Expansion von CD45
+
 Zellen ermittelt (Sus: 280 ± 72,5-fach; 
OP9-DL1: 215 ± 66-fach, n=3). Die Anwesenheit der AFT024, OP9 und MS-5 Stromazellen 
führt im Vergleich zur Suspensionskultur in 8 von 9 Einzelansätzen zu einer 3 bis 10-fach 
stärkeren Expansion von CD45
+
 Zellen (AFT024: 1376 ± 487-fach; OP9: 966 ± 593-fach; 
MS-5: 1054 ± 308-fach, Abb. 13A, n=3). 
Die Quantifizierung der CD34
+
 Zellpopulation ergab, dass in zwei von drei Versuchen mit 
Zellen der AFT024 (403 ± 185-fach) und der OP9 (369 ± 176-fach) die stärkste Expansion 
CD34
+
 Zellen stattfand. In der Suspensionskultur wurde reproduzierbar die geringste 
Expansion CD34
+
 Zellen ermittelt (16,3 ± 6,3-fach, Abb. 13A, n=3). 
Die weitere Unterteilung der CD34
+









zeigte, dass in allen Kokulturen mit Zellen muriner Stromazelllinie der überwiegende Teil der 









 Zellen in zwei von drei Versuchen in Kokultur mit den Zellen der AFT024 
auf (133
+
: 146 ± 69-fach; 133
low
















 Zellen in Kokultur 










V1 190,32 2345,9 2136,5 347,41 814,17 
V2 227,07 799,77 202,42 151,70 681,78 
V3 423,80 983,25 562,00 147,45 1666,0 
      
MW 280,40 1376,3 966,99 215,52 1054,0 
SEM 72,48 487,71 593,92 65,96 308,41 
      
p (S) - 0,175 0,391 0,656 0,084 
p (A) - - 0,068 0,111 0,668 
p (O) - - - 0,292 0,916 











V1 19,83 771,26 710,64 176,86 147,07 
V2 13,85 264,73 119,89 84,55 181,90 
V3 35,32 174,40 278,55 94,48 418,53 
      
MW 23,00 403,46 369,69 118,63 249,17 
SEM 6,40 185,74 176,52 29,25 85,28 
      
p (S) - 0,181 0,189 0,090 0,104 
p (A) - - 0,690 0,212 0,604 
p (O) - - - 0,231 0,643 












V1 12,48 282,87 241,08 55,44 30,31 
V2 11,17 97,40 55,05 37,17 59,97 
V3 25,85 58,83 111,83 44,75 94,67 
      
MW 16,50 146,37 135,99 45,79 61,65 
SEM 4,69 69,15 55,04 5,30 18,60 
      
p (S) - 0,213 0,166 0,055 0,093 
p (A) - - 0,774 0,261 0,431 
p (O) - - - 0,212 0,391 











V1 7,35 488,39 469,56 121,42 116,76 
V2 2,68 167,33 64,84 47,38 121,93 
V3 9,47 115,57 166,72 49,73 323,87 
      
MW 6,50 257,10 233,71 72,84 187,52 
SEM 2,00 116,61 121,54 24,30 68,19 
      
p (S) - 0,164 0,200 0,109 0,113 
p (A) - - 0,651 0,185 0,719 
p (O) - - - 0,242 0,795 
p (D) - - - - 0,301 
 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension; MW = Mittelwert; 
n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p 
(A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024; p (O) = Signifikanzberechnung im Vergleich 
zur OP9; p (D) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur OP9-DL1 (t-Test, zweiseitig, gepaart) 
 
Um die Expansion funktioneller HSVZ bzw. den Erhalt der initialen 









Zellen der hämatopoetischen Nachkommenschaft durchflusszytometrisch sortiert und in CFC, 
LTC-IC und NK-IC Ansätze eingebracht (Abb. 12C, Abb. 13B, Tab. 23, Tab. 24). Die 
Berechnung der Expansion von Zellen mit LTC-IC, NK-IC und CFC Potential erfolgte im 









 Zellen (siehe Abschnitt 3.2.4). 
Beispielrechnung für die Expansion von Zellen mit LTC-IC Potential in Kokultur mit Zellen 
der murinen Stromazelllinie AFT024 (Tab. 24, Versuch 1, Expansion 5,23-fach): 




 HSVZ betrug 
14,68 ± 1,70 % (vgl. Abschnitt 3.2.4). Die experimentell ermittelte LTC-IC Frequenz  





 Fraktion (Exp133+) wurde in der Nachkommenschaft 282,87-fach expandiert 
(Tab. 22). Folglich wurde die Gesamtexpansion der LTC-ICs anhand folgender Formel 
berechnet: 
(Exp133+   x   LTC-ICExperiment)   /   LTC-ICFrisch   =   LTC-ICExpansion 








 Zellen ergab, dass in Kokultur mit allen murinen 
Stromazellen die Expansion von Progenitoren mit LTC-IC und NK-IC Potential gesteigert 
war (Abb. 13B, Tab. 24). Die stärkste Amplifikation der LTC-ICs (7,41 ± 3,43-fach) wurde in 
zwei von drei Versuchen in der Kokultur mit OP9-DL1 Stromazellen ermittelt (n=3). Die im 
Mittel stärkste Expansion von Zellen mit NK-IC Potential wurde mit Zellen der AFT024 
gefunden (20,5 ± 11,18-fach, n=3). In der Suspensionskultur war in einem von drei bzw. allen 
Versuchen ein Verlust der Zellen mit LTC-IC (0,87 ± 0,28-fach) bzw. NK-IC Potential  
(0,32 ± 0,32-fach) zu beobachten (Abb. 13B, Tab. 24, n=3). 










V1 0,38% 0,27% 1,09% 0,73% 0,19% 
V2 1,31% 1,01% 0,30% 3,26% 0,61% 
V3 0,72% 0,46% 0,40% 1,13% 0,53% 
      
MW 0,80 0,58 0,60 1,71 0,44 
SEM 0,27 0,22 0,25 0,79 0,13 
      
p (S) - 0,061 0,719 0,227 0,168 
p (A) - - 0,973 0,184 0,428 
p (O) - - - 0,374 0,210 









V1 0,42% 1,16% 1,93% 1,17% n. v.% 
V2 n. v. 1,70% 0,94% 0,24% 0,27% 
V3 0,00% 0,18% 0,46% 0,73% 0,61% 
      
MW 0,21 1,01 1,11 0,71 0,44 
SEM 0,21 0,44 0,43 0,27 0,17 
      
p (S) - 0,348 0,312 0,009 n. v. 
p (A) - - 0,850 0,667 0,686 
p (O) - - - 0,357 0,017* 
p (D) - - - - 0,656 
 
 










V1 0,32 5,23 18,00 1,52 0,72 
V2 1,00 6,74 1,13 13,39 1,55 
V3 1,27 1,85 3,06 7,33 1,62 
      
MW 0,87 4,61 7,40 7,41 1,30 
SEM 0,28 1,44 5,33 3,43 0,29 
      
p (S) - 0,144 0,363 0,181 0,019 
p (A) - - 0,655 0,482 0,167 
p (O) - - - 0,999 0,391 









V1 0,64 40,02 56,74 4,32 n. v. 
V2 n. v. 20,19 6,31 1,76 1,22 
V3 0,00 1,29 6,27 8,43 3,33 
      
MW 0,32 20,50 23,11 4,84 2,28 
SEM 0,32 11,18 16,82 1,94 1,05 
      
p (S) - 0,479 0,429 0,238 n. v. 
p (A) - - 0,797 0,335 0,568 
p (O) - - - 0,399 0,166 












V1 n. v. 10,02 29,49 9,27 0,17 
V2 3,07 14,89 19,19 4,58 2,27 
V3 1,78 3,37 23,08 5,43 1,03 
      
MW 2,43 9,43 23,92 6,43 1,16 
SEM 0,65 3,34 3,00 1,44 0,61 
      
p (S) - 0,415 0,088 0,250 0,020 
p (A) - - 0,105 0,507 0,114 
p (O) - - - 0,008* 0,024* 











V1 n. v. 0,00 184,47 2,89 29,19 
V2 0,16 63,75 19,30 6,20 29,03 
V3 1,27 26,83 22,33 4,88 26,03 
      
MW 0,71 30,19 75,37 4,66 28,08 
SEM 0,55 18,48 54,56 0,96 1,03 
      
p (S) - 0,257 0,030 0,157 0,049 
p (A) - - 0,588 0,283 0,919 
p (O) - - - 0,330 0,474 
p (D) - - - - 0,004 
 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension; MW = Mittelwert; 
n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension;  
p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024; p (O) = Signifikanzberechnung im 











 (min: 0,63 ± 0,28 %; 




 (min: 1,77 ± 0,86 %; max:  
5,77 ± 2,44 %) Fraktion war nach der Kokultur in allen Versuchen im Vergleich zu frisch 
isolierten HSVZ (CD133
+
: 27,79 ± 2,51; CD133
low
: 20,9 ± 0,93 %, Tab. 20) geringer (Tab. 56 
und Tab. 57). 




 Zellen mit Koloniebildungspotential wurde in 
Anwesenheit der OP9 Stromazellen ermittelt (23,92 ± 3,0-fach). Mit Zellen der Zelllinie 





mit CFC Potential gefunden (30,19 ± 18,48-fach). 





 Population nahezu ausschließlich Zellen mit CFU-G, CFU-M und  
CFU-GM Potential enthalten waren (Tab. 56 und Tab. 57). Multipotente HSVZ, die zuvor als 
CD133 exprimierende Zellen mit erythrozytärem Koloniebildungspotential definiert wurden 





 Zellfraktion waren Zellen mit BFU-E, CFU-MIX, CFU-G, CFU-M und 
CFU-GM Potential enthalten, wie es bereits zuvor für die Suspensionskultur beschrieben 
wurde (Abschnitt 3.1). 
Aufgrund der Ergebnisse lässt sich sagten, dass die verwendeten murinen Stromazelllinien-




 Zellen mit LTC-IC, 




 Fraktion wies zudem in 










 Zellen hervor, die sowohl erythrozytäres, erythro-myeloisches als auch 
myeloisches Koloniebildungspotential aufwiesen. 
Von den getesteten murinen Stromazelllinien-Zellen unterstützen sowohl die AFT024 als 
auch die OP9 die stärkste Expansion sowohl phänotypischer als auch primitiver HSVZ mit 
LTC-IC, NK-IC und CFC-Potential. Für die Etablierung der in vitro Expansionsbedingungen 
in den nachfolgenden Versuchen wird die Kokultur mit Zellen der murinen Stromazelllinie 








Abb. 13: Expansion von HSVZ in Kokultur mit murinen Stromazelllinien-Zellen 
Graphische Darstellung der Werte aus Tab. 22,Tab. 23 , Tab. 24, Tab. 56 und Tab. 57 (A) Nach  
14-tägiger Kokultur mit den etablierten Stromazelllinien-Zellen AFT024, OP9, OP9DL1 und MS5 
bzw. ohne Stroma (Sus = Suspension) wurde die Expansion hämatopoetischer Subpopulationen 









an Tag 14 durchflusszytometrisch isoliert und in den LTC-IC, NK-IC und CFC Ansatz eingebracht. 





Population. (C) Berechnete Expansion koloniebildender Zellen und Frequenz der unterschiedlichen 








 Population. Es wurden 5 verschiedene 
Kolonietypen morphologisch unterschieden: CFU-MIX, BFU-E, CFU-G, CFU-GM und CFU-M. 
(Mittelwerte ± SEM). Die Zahlen über den Balken repräsentieren die Anzahl der CFC Ansätze mit 






3.4. Expansion von HSVZ in Kokultur mit primären humanen MSZ 
Die im vorherigen Abschnitt beschriebenen Kokulturversuche haben gezeigt, dass die 
verwendeten murinen Stromazelllinien-Zellen über einen Zeitraum von 14 Tagen keinen 
zuverlässigen und reproduzierbaren Erhalt multipotenter hämatopoetischer Zellen 
unterstützen. Dies liegt vermutlich daran, dass einige von murinen Stromazellen produzierte 
Wachstumsfaktoren nicht spezies-übergreifend funktionell aktiv sind (Chen et al., 2009). Es 
wurde beschrieben, dass murines IL-2, IL-3, IL-4, IL-6 und IL-15 (Mosmann et al., 1987; 
Stevenson und Jones, 1994; Eisenman et al., 2002; Kalberer et al., 2003) sowie M-CSF und 
GM-CSF (Metcalf, 1986; Fixe und Praloran, 1997) keine oder eine schlechtere Wirkung auf 
humanen hämatopoetische Zellen haben. Folglich wurde untersucht, ob mit primären 
humanen Stromazellen eine stärkere Expansion und einen besseren Erhalt aller 
Differenzierungspotentiale oder sogar multipotenter HSVZ für den erweiterten ML-IC Ansatz 
ermöglichen wird. 
Bereits seit mehreren Jahren werden humane mesenchymalen Stamm-/Stromazellen (MSZ) 
aus dem Knochenmark zur in vitro Expansion humaner hämatopoetischer Zellen verwendet 
(Koller et al., 1995; Khoury et al., 2011; Hammoud et al., 2012). Inwiefern humane MSZ 
einen Erhalt bzw. eine Expansion multipotenter HSVZ ermöglichen, sollte im nachfolgenden 
Abschnitt analysiert werden. Hierzu wurden im Rahmen dieser Arbeit humane mesenchymale 
Stromazellen aus unterschiedlichen Geweben, die mit der adulten Hämatopoese assoziiert 
sind (Knochenmark, Vene, Arterie), isoliert und charakterisiert. Für die Anzucht von MSZ 
aus dem Knochenmark (MNZ und Fett) wurden Rückstellproben aus dem Klinikum für 
Knochenmarktransplantation (Prof. Dr. Dietrich W. Beelen) und der Klinik für Angiologie 
(Dr. med. E. Brock) verwendet (siehe 2.2.1.4). Die Anzucht venöser und arterieller MSZ 
erfolgte aus der Nabelschnurvene und Arterie (siehe 2.2.1.5).  
3.4.1. Charakterisierung der MSZ 
Die primären Zellen waren bei vollständiger Konfluenz morphologisch sehr heterogen bzgl. 
der Größe, der Ausprägung/Länge von Ausläufern und der Anordnung der Zellen zueinander 
(Abb. 15). Einige Stromazellen waren bipolar, spindelförmig und parallel angeordnet  
(KM MNZ B und 1.4). Arterielle, venöse, KM Fett (7/5 und 7/11) MSZ hingegen wuchsen in 
Form von Kolonien (Abb. 15). Die Stromazellen KM MNZ A und KM Fett 8/5 wiesen 
teilweise übereinander liegenden Ausläufer auf (Abb. 15). 
Um die Qualität der Zellen genauer zu analysieren, wurde die Expression von als 




durchflusszytometrisch ermittelt. Mesenchymale Zellen exprimieren entsprechend der 
Literatur unter anderem die Oberflächenantigene CD44, CD73, CD90, CD105 sowie CD146 
(Wegmeyer et al., 2013). Sie zeigen keine Expression der Antigene CD14 (Monozyten), 
CD31 (endotheliale Zellen), CD34 (HSVZ) sowie CD45 (hämatopoetische Zellen) 
(Wegmeyer et al., 2013). 
 
Abb. 14: Durchflusszytometrische Charakterisierung mesenchymaler Stromazellen 
Durchflusszytometrische Charakterisierung primärer humaner mesenchymalen Stromazellen aus dem 
Knochenmark (MNZ und Fett), der Arterie und der Vene (P = Passage; weiß = Isotyp-Kontrolle; 
schwarz = Fluoreszenzintensität; MFI: mittlere Fluoreszenzintensität). 
 
Alle für diese Arbeit isolierten MSZ aus dem Knochenmark, der Vene und der Arterie 




CD105 und CD146. Endotheliale (CD31) oder hämatopoetische (CD14, CD34, CD45) 
Oberflächenmarker wurden durchflusszytometrisch nicht detektiert (Abb. 14). 
Die Oberflächenantigene CD90 und CD146 wurden unabhängig von der Quelle der MSZ 
unterschiedliche stark exprimiert. Die Spannbreite der Expressionsstärke von CD146 reichte 
von MFI 0,7 bei den KM MNZ A bis zu einem Maximum von MFI 21,5 bei den Stromazellen 
aus der Arterie 9. Das Integrin CD49f, welches bereits im hämatopoetischen System als 
Stammzellmarker beschrieben wurde (Notta et al., 2011) und mutmaßlich auch auf 
primitiveren mesenchymalen Stramm-/Stromazellen exprimiert wird (Yu et al., 2012), fand 
sich auf allen Zellen außer der KM MNZ A und B (MFI 0,77 und 0,66, Abb. 14).  
Zur weiteren Charakterisierung wurden funktionelle Tests durchgeführt und die Fähigkeit der 
MSZ zur Differenzierung in Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten untersucht  
(Abb. 15) (Pittenger et al., 1999). Der Anteil der analysierten MSZ die sich in Osteoblasten, 
Adipozyten und Chondrozyten differenzierten war sehr unterschiedlich. 
Mesenchymale Stromazellen, die in Osteoblasten differenzieren können, sekretieren nach der 
Induktion Calciumphosphat, welches mit Alizarinrot angefärbt werden kann (Abb. 15, Osteo). 
In fas allen MSZ Linien wurde eine intensive Rotfärbung der Differenzierungsansätze 
beobachte, was auch eine hohe Frequenz osteogen differenzierte MSZ schließen lässt. Die 
geringste Frequenz an Zellen mit osteogenem Differenzierungspotential wurde in den 
Stromazelllinien KM MNZ 1.4 und der Arterie 9 detektiert. 
Zellen mit adipogenem Differenzierungspotential lagern Triglycerid-Vesikel ein, welche mit 
Oil-Red-O angefärbt werden können (Kutt und Tsaltas, 1959). Die höchste Frequenz an MSZ 
mit adipogenem Differenzierungspotential konnte bei der Linie MSZ Arterie 8 detektiert 
werden (Abb. 15, Adipo). Bei den Stromazellen KM MNZ B und KM Fett 8/5 waren 70-80 % 
der Zellen in der Lage Fett-Vesikel einzulagern (Abb. 15, Adipo). Bei den übrigen 
Stromazellen lagerten nur vereinzelt (KM MNZ A, KM MNZ 1.4, KM Fett 7/5, Vene 8) oder 
gar keine (Arterie 9, Vene 5) Zellen Triglycerid-Vesikeln ein (Abb. 15, Adipo). 
Für die chondrogene Differenzierung wurden zu analysierende MSZ in einem 
Spitzbodengefäß pelletiert, für 14 Tage kultiviert und formten nach der Induktion der 
Differenzierung sogenannte Chondrosphären. Zur Chondrogenese induzierte MSZ sekretieren 
sulfatierte Proteoglykane in die Extrazellulärmatrix, welche mit dem Farbstoff Alzian Blue 
angefärbt werden können (Kindblom und Karlsson, 1977). Bei der Differenzierung der MSZ 
zeigten sich Unterschiede in der Größe der Sphären, der Zelldichte in den Sphären und dem 
Grad der Färbung. Die Chondrosphären der MSZ KM MNZ 1.4, Arterie (8 und 9) und  




Zelldichte und starker Färbung auf (Abb. 15, Chondro). Zellen der MSZ KM Fett (7/5 und 
7/11) bildeten bei gleicher Zellzahl Chondrosphären von etwa 100-200 µm Durchmesser. Die 
Zelldichte in den Chondrosphären der MSZ KM MNZ (A und B) und KM Fett 8/5 war 
stellenweise sehr gering, was zur Fragmentierung der Sphären beim Einfrier- und 
Schneidevorgang führte (Abb. 15, Chondro). Die MSZ aus der Arterie 10 bildeten die 
kleinesten Chondrosphären mit einem Durchmesser von 50-100 µm (Abb. 15, Chondro). 
 
Abb. 15: Morphologische und funktionelle Analysen mesenchymaler Stromazellen 
Phase: Phasenkontrastaufnahme von konfluent gewachsenen humanen MSZ. Osteo: Calciumnachweis 
mit Alizarinrot bei osteogen differenzierten MSZ. Adipo: Einlagerung des lipophilen, rot färbenden 
Azofarbstoffs Oil Red O in die Triglycerid-Vesikel bei adipogen differenzierten MSZ. Chondro: 
Nachweis von Glykosaminoglykanen mit dem Farbstoff Alcianblau nach chondrogener 





Alle für diese Arbeit isolierten und charakterisierten MSZ erfüllen die hier untersuchten 
Kriterien mesenchymaler Stamm-/Stromazellen. Die isolierten mesenchymalen Stromazellen 
aus den unterschiedlichen Geweben wurden nachfolgend hinsichtlich der Fähigkeit 
untersucht, die Expansion von HSVZ zu unterstützen (siehe Abschnitt 3.4.2). 
3.4.2. Kokultur von HSVZ mit mesenchymalen Stromazellen 




 HSVZ mit primären humanen Stromazellen erfolgte 
in Analogie zu den Kokulturversuchen mit Zellen muriner Stromazelllinien (siehe  
Abschnitt 3.3). Nach der 14-tägigen Kokultur wurde die hämatopoetische Nachkommenschaft 
geerntet und durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 16 und Tab. 25). 
In Kokultur mit allen humanen mesenchymalen Stromazellen aus dem Knochenmark, der 








 HSVZ in der 
hämatopoetischen Nachkommenschaft beobachtet (Abb. 16 und Tab. 25). Im Mittel wiesen 
nur die Nachkommenschaft in Kulturen mit der MSZ MNZ B (9,76 ± 2,37 %, n=6) und der 
MSZ Fett 7/11 (10,2 ± 1,52, n=4) im Vergleich zum AFT024 Stroma (10,1 ±1,78 %) einen 




 Zellen an der gesamten hämatopoetischen 





 Zellen ist in allen Kokulturen mit mesenchymalen 





 Zellen wurde in Kokultur mit mesenchymalen 
Stromazellen MSZ KM MNZ B ermittelt (6,06 ± 0,56 %, n=6, Tab. 25). 
 
Abb. 16: Durchlusszytometrische Analyse der HSVZ in Kokultur mit primären MSZ 




 Zellen nach 14-tägiger 
Kokultur mit primären humanen mesenchymalen Stromazellen. Darstellung repräsentativer Analysen 




































Art 8 Art 9 Art 10 
V1  11,5% 6,13% 9,10% 10,3% 7,48% 8,51% 8,47% 6,34% 4,80% 7,35% 6,49% 6,25% 
V2 2,59% 11,5% 11,0% 11,9% 8,71% 8,55% 10,5% 9,09% 4,51% 5,29% 5,71% 6,00% 7,62% 
V3 0,41% 2,00% 1,48% 1,92% 1,16% 1,49% n. v. 1,22% 0,33% 0,38% 0,78% 0,38% 0,38% 
V4 1,98% 11,5% 9,43% 9,14% 7,37% 10,4% n. v. 5,30% 2,51% 4,82% 5,84% 3,86% 5,13% 
V5 3,09% 12,5% 15,9% 18,2% 11,8% 13,1% 13,8% 13,6% 4,42% 2,75% 6,18% 0,00% 3,85% 
V6 1,13% 11,3% 2,58% 8,25% 8,34% 9,75% 8,07% 7,95% 4,52% 5,07% 6,71% 0,86% 4,65% 
              
MW 1,84% 10,1% 7,78% 9,76% 7,96% 8,47% 10,2% 7,62% 3,77% 3,85% 5,43% 2,93% 4,65% 
SEM 0,54% 1,78% 2,45% 2,37% 1,65% 1,75% 1,52% 1,85% 0,93% 0,86% 1,05% 1,30% 1,10% 
              
p (S) - 0,008 0,049 0,021 0,014 0,012 0,017 0,028 0,078 0,098 0,019 0,747 0,056 























Art 8 Art 9 Art 10 
V1  28,3% 2,70% 6,55% 5,69% 5,15% 5,55% 3,65% 2,11% 1,93% 2,04% 2,92% 2,21% 
V2 2,11% 30,7% 2,78% 5,35% 3,31% 3,21% 3,13% 1,68% 1,09% 0,93% 1,17% 1,99% 1,52% 
V3 1,41% 27,0% 3,25% 5,72% 3,33% 3,58% n. v. 2,72% 1,32% 1,29% 1,18% 1,76% 1,42% 
V4 1,00% 21,2% 3,51% 4,54% 5,01% 3,08% n. v. 2,32% 1,59% 1,23% 1,49% 1,71% 1,85% 
V5 1,85% 15,0% 3,86% 8,25% 4,52% 5,65% 4,24% 4,96% 2,00% 2,69% 1,85% 5,26% 2,15% 
V6 1,35% 35,4% 3,09% 5,99% 3,51% 3,34% 2,55% 4,04% 5,43% 1,52% 2,01% 2,25% 1,76% 
              
MW 1,54% 26,3% 3,20% 6,06% 4,23% 4,00% 3,87% 3,23% 2,26% 1,60% 1,63% 2,65% 1,82% 
SEM 0,22% 3,23% 0,20% 0,56% 0,45% 0,49% 0,76% 0,54% 0,72% 0,28% 0,18% 0,61% 0,14% 
              
p (S) - 0,002 0,004 0,001 0,007 0,007 0,070 0,062 0,444 0,970 0,996 0,163 0,460 
p (A) - - 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,016* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MW = Mittelwert; n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert;  
p (S) = Signifikanz-berechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 werden fett gedruckt 
dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 signifikant höher ist der 
Signifikanzwert mit einem *-Symbol markiert. 
 










 Zellen in 
Kokultur mit primären humanen mesenchymalen Stromazellen durchflusszytometrisch 
quantifiziert (Abb. 17A, Tab. 26, n=6). In Kokultur mit allen getesteten primären 











 Zellen ermittelt (Abb. 17A, Tab. 26, n=6). Eine stärkere Expansion 
der CD45
+
 Fraktion als mit der AFT024 (2.226 ± 583-fach, n=6) ermöglichten in jeweils vier 
von sechs Versuchen die Kulturen mit Zellen der MSZ KM MNZ B (2.777 ± 335-fach, n=6) 
sowie der MSZ KM Fett 8/5 (2649 ± 398-fach, n=6). 




 Fraktion konnte im Vergleich zur 
Kontrollbedingung (230 ± 76,5-fach, n=6) nur in der Kokultur mit den MSZ KM MNZ B  
(276 ± 78-fach, n=6, Abb. 17A, Tab. 26) ermittelt werden. 
In Anwesenheit der murinen Stromazellen (599,2 ± 218,2-fach, n=6) wurde in allen 





Population ermittelt als in der Kokultur mit primären MSZ. Von den mesenchymalen 
Stromazellen wies die Kultur mit Zellen der MSZ KM MNZ B (171,7 ± 29,96-fach, n=6) im 





































Vene 5 Vene 8 Art 8 Art 9 Art 10 
V1 0,00 958,7 2127 2118 1046 897,2 862,7 1777 1182 1309 1011 769,1 1126 
V2 223,6 732,9 1156 1830 1123 714,8 780,3 1377 1235 2005 1637 1386 1568 
V3 142,0 1874 1350 2658 1320 1006 n. v. 2648 1364 1394 1182 910,0 986,0 
V4 200,0 2656 1996 2600 1516 1234 n. v. 2670 1254 1630 1472 1168 1404 
V5 216,0 2460 1502 3420 1594 1310 1650 3466 1998 2602 1618 76,00 2424 
V6 296,0 4676 3296 4040 2738 1676 2354 3960 1842 1842 2086 6036 2044 
              
MW 179,6 2226 1904 2777 1556 1139 1411 2649 1479 1797 1501 1724 1592 
SEM 41,19 583,1 317,4 335,8 251,8 139,3 370,2 398,4 142,8 193,3 154,6 881,4 224,7 
              
p (S) - 0,014 0,003 0,001 0,002 0,001 0,034 0,001 0,001 0,001 0,001 0,132 0,001 



















Vene 5 Vene 8 Art 8 Art 9 Art 10 
V1 1,67 111,1 130,3 192,8 108,1 67,13 73,38 150,6 74,93 62,83 74,32 49,90 70,47 
V2 5,78 84,37 127,8 217,9 97,87 61,15 82,08 125,1 55,67 106,1 93,55 83,22 119,5 
V3 0,59 37,52 19,96 50,96 15,33 14,99 n. v. 32,41 4,49 5,32 9,23 3,43 3,76 
V4 3,97 307,5 188,2 237,6 111,7 129,0 n. v. 141,5 31,45 78,63 85,90 45,07 71,97 
V5 6,67 308,3 240,0 623,3 188,3 171,6 228,3 473,3 88,33 71,67 100,0 n. v. 93,33 
V6 3,33 531,6 85,00 333,3 228,3 163,3 190,0 315,0 83,33 93,33 140,0 51,67 95,00 
              
MW 3,67 230,0 131,9 276,0 124,9 101,2 143,4 206,3 56,37 69,66 83,83 46,66 75,67 
SEM 0,95 76,49 31,42 78,81 30,50 25,69 38,78 65,13 13,42 14,33 17,48 12,73 16,14 
              
p (S) - 0,031 0,009 0,017 0,010 0,012 0,036 0,026 0,010 0,005 0,005 0,022 0,005 



















Vene 5 Vene 8 Art 8 Art 9 Art 10 
V1 2,00 271,5 57,48 138,6 59,52 46,18 47,88 64,82 24,90 25,30 20,64 22,46 24,88 
V2 4,72 225,6 32,18 97,86 37,16 22,96 24,42 23,14 13,44 18,60 19,12 27,60 23,82 
V3 2,00 506,0 43,82 152,0 44,00 36,00 n. v. 72,00 18,00 18,00 14,00 16,00 14,00 
V4 2,00 564,0 70,00 118,0 76,00 38,00 n. v. 62,00 20,00 20,00 22,00 20,00 26,00 
V5 4,00 370,0 58,00 282,0 72,00 74,00 70,00 172,0 40,00 70,00 30,00 4,00 52,00 
V6 4,00 1658 102,0 242,0 96,00 56,00 60,00 160,0 100,0 28,00 42,00 136,0 36,00 
              
MW 3,12 599,2 60,58 171,7 64,11 45,52 50,58 92,33 36,06 29,98 24,63 37,68 29,45 
SEM 0,51 218,3 9,85 29,96 8,89 7,25 9,82 24,36 13,32 8,17 4,07 19,93 5,34 
              
p (S) - 0,041 0,002 0,002 0,001 0,002 0,018 0,014 0,054 0,020 0,003 0,141 0,004 
p (A) - - 0,050* 0,093 0,053 0,051 0,186 0,057 0,041* 0,048* 0,044* 0,037* 0,047* 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension;  
MNZ = Mononukleäre Zellen aus den Knochenmark; Art = Arterie; MW = Mittelwert; n. v. = nicht 
verfügbar/kontaminiert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension;  
p (A) = Signifikanz-berechnung im Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen 
p<0,05 werden fett gedruckt dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 
signifikant höher ist der Signifikanzwert mit einem *-Symbol markiert. 
 





 Zellfraktion durchflusszytometrisch sortiert und in den LTC-IC bzw. NK-IC 
Ansatz eingebracht (Abb. 17B und C, Tab. 27, n=5). 
Eine stärkere Amplifikation von Zellen mit LTC-IC Potential wurde gegenüber der Kontrolle 
in fast allen Kokulturen mit MSZ ermittelt. Eine besonders starke Expansion von LTC-ICs 
wurde in Kokultur mit MSZ aus dem Knochenmark (KM MNZ A: 10 ± 3,7-fach, KM MNZ 
B: 26,9 ± 9,4-fach, KM MNZ 1.4: 13,2 ± 4,3-fach und KM Fett 7/5: 13,9 ± 4,4-fach), der  
Arterie 8 (20,5 ± 6,5-fach) und der Vene 8 beobachtet (11,3 ± 3,7-fach, Abb. 17B, Tab. 27, 
n=5). Die im Mittel sehr starke Expansion von LTC-ICs in Kokultur mit Zellen der MSZ KM 
Fett 7/11 ist auf einen hohen Einzelwert im Versuch 4 (Tab. 27) sowie die geringere Anzahl 




In 8 von 51 Versuchen mit primären Stromazellen wurde ein Verlust (Faktor < 1) von Zellen 
mit NK-IC Potential ermittelt. Im Vergleich zur AFT024 (9,26 ± 4,68-fach) wurde nur mit 
Zellen der MSZ KM MNZ B (6,88 ± 1,68-fach) in drei von fünf Versuchen eine stärkere 
Expansion der NK-ICs ermöglicht (Abb. 17C, Tab. 27, n=5). 






















Art 8 Art 9 Art 10 
V1 0,00 0,39 4,73 6,42 4,62 6,91 2,70 1,37 10,18 3,20 9,42 13,05 2,62 
V2 0,96 6,39 6,89 23,66 3,53 6,77 n. v. 3,86 2,68 9,33 5,81 2,49 5,91 
V3 1,33 1,14 9,16 35,65 11,94 16,18 n. v. 8,82 6,03 10,77 24,06 10,28 6,36 
V4 3,74 6,77 24,66 58,49 25,67 29,98 74,60 40,20 39,69 25,08 42,47 n. v. 36,82 
V5 1,05 1,87 4,60 10,05 20,33 9,73 9,37 8,85 6,45 8,31 20,62 n. v. 10,35 
              
MW 1,42 3,31 10,01 26,85 13,22 13,92 28,89 12,62 13,01 11,34 20,47 8,61 12,41 
SEM 0,62 1,36 3,76 9,46 4,33 4,36 22,94 7,05 6,78 3,67 6,46 3,16 6,22 
              
p (S) - 0,142 0,053 0,046 0,038 0,030 0,338 0,157 0,137 0,031 0,032 0,145 0,122 























Art 8 Art 9 Art 10 
V1 0,00 0,00 0,78 2,66 0,84 0,00 0,20 0,77 7,06 1,94 0,00 0,00 1,74 
V2 0,10 3,30 2,63 4,84 2,46 4,39 n. v. 9,01 2,60 0,35 3,17 1,10 2,04 
V3 0,45 25,88 8,77 12,76 10,22 8,98 n. v. 7,77 1,73 4,12 7,54 3,35 7,99 
V4 0,09 4,14 7,90 6,84 0,70 4,61 6,96 1,73 1,18 1,84 2,07 n. v. 1,94 
V5 0,17 12,97 9,95 7,32 14,21 11,35 12,51 9,61 2,54 3,07 7,51 n. v. 6,38 
              
MW 0,16 9,26 6,01 6,88 5,69 5,87 6,56 5,78 3,02 2,27 4,06 1,48 4,02 
SEM 0,08 4,68 1,81 1,68 2,76 1,97 3,56 1,88 1,04 0,63 1,50 0,99 1,32 
              
p (S) - 0,119 0,029 0,014 0,111 0,041 0,207 0,038 0,058 0,022 0,054 0,266 0,037 
p (A) - - 0,422 0,487 0,318 0,376 0,484 0,432 0,303 0,167 0,204 0,369 0,202 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension;  
MNZ = Mononukleäre Zellen Art = Arterie; MW = Mittelwert; n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert;  
p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 werden fett gedruckt 
dargestellt. 
 









 Zellen durchflusszytometrisch sortiert, in den CFC Ansatz eingebracht und 
hinsichtlich ihres erythrozytären, myeloischen und erythro-myeloischen 
Koloniebildungspotentials analysiert (Abb. 17D, Tab. 28, n=6). Die Expansion 
koloniebildender Zellen wurde im Vergleich zu frisch isolierten HSVZ berechnet (siehe 
Abschnitt 3.2.4). 
Nach der Kokultur mit mesenchymalen Stromazellen war die Frequenz koloniebildender 









 (min: 2,17 ± 0,82 %; max: 11,1 ± 1,88 %, n=5, Tab. 28) Fraktion etwa  
2 bis 10-fach geringer als in frisch isolierten HSVZ aus dem Nabelschnurrestblut. 




 Zellen mit CFC Potential im Vergleich zur 
Kontrolle fand sich überwiegend in Kokultur mit MSZ aus dem Knochenmark. In der Kultur 








 Raktion im Vergleich zum 
AFT024 Stroma nachgewiesen (42,43 ± 10,1-fach). 









 Zellen wurde in der Kultur mit Zellen der Linie MSZ KM 
MNZ B (38,46 ± 16,24-fach) ermittelt. 































Art 8 Art 9 Art 10 
V1 7,37% 3,38% 4,80% 6,00% 8,00% 7,20% 6,80% 6,40% 16,8% 8,40% 8,4% 10,0% 5,60% 
V2 14,2% 12,4% 10,8% 0,80% 10,8% 10,8% 10,8% 7,20% 11,2% 8,40% 15,6% 14,0% 14,4% 
V3 10,0% 1,00% 6,50% 9,00% 5,50% 6,50% n. v. 4,50% 8,00% 10,0% 9,0% 7,0% 10,0% 
V4 11,5% 4,50% 7,50% 14,5% 12,0% 14,5% n. v. 7,50% 10,5% 14,5% 10,5% 21,5% 15,0% 
V5 9,00% 3,00% 9,50% 12,0% 11,5% 12,0% 11,0% 6,00% 12,0% 8,50% 11,5% n. v. 11,0% 
V6 6,00% 3,00% 11,5% 5,50% 7,50% 6,00% 8,50% 3,50% 9,00% 9,00% 11,0% n. v. 7,50% 
              
MW 9,69% 4,55% 8,43% 7,97% 9,22% 9,50% 9,28% 5,85% 11,2% 9,80% 11,0% 13,1% 10,5% 
SEM 1,21% 1,64% 1,06% 2,01% 1,06% 1,41% 1,00% 0,64% 1,26% 0,97% 1,04% 3,14% 1,52% 
              
p (S) - 0,005* 0,441 0,518 0,698 0,878 0,940 0,008* 0,447 0,939 0,217 0,465 0,288 























Art 8 Art 9 Art 10 
V1 0,56 17,21 28,71 53,09 39,68 22,17 22,89 44,22 57,75 24,21 28,64 22,89 18,10 
V2 3,79 47,99 63,34 8,00 48,48 30,29 40,66 41,33 28,60 40,90 66,94 53,44 78,95 
V3 1,62 10,33 35,71 126,2 23,20 26,81 n. v. 40,14 9,89 14,63 22,87 6,60 10,36 
V4 2,09 63,48 64,78 231,2 61,50 85,85 n. v. 48,69 15,15 52,30 41,37 44,45 49,52 
V5 2,75 42,43 104,5 343,1 99,35 94,50 115,2 130,2 48,62 27,94 52,75 n. v. 47,09 
V6 0,92 73,17 44,84 84,10 78,55 44,95 74,08 50,57 34,40 38,53 70,64 n. v. 32,68 
              
MW 1,96 42,43 56,99 140,9 58,46 50,76 63,21 59,20 32,40 33,09 47,20 31,85 39,45 
SEM 0,49 10,14 11,21 50,95 11,23 12,89 20,32 14,31 7,59 5,49 8,04 10,58 10,11 
              
p (S) - 0,010 0,004 0,041 0,004 0,012 0,056 0,010 0,011 0,002 0,002 0,060 0,012 























Art 8 Art 9 Art 10 
V1 3,33% 4,83% 2,80% 4,80% 2,40% 16,8% 10,8% 1,20% 1,60% 5,60% 3,20% 8,40% 4,40% 
V2 10,4% 6,00% 0,40% 6,40% 5,20% 6,00% 8,00% 0,80% 0,80% 1,60% 0,80% 2,40% 1,60% 
V3 1,85% 4,00% 4,50% 1,00% 3,50% 8,50% n. v. 0,50% 1,50% 0,50% 0,50% 1,50% 1,00% 
V4 0,50% 5,00% 0,50% 0,50% 0,50% 7,50% n. v. 0,50% 0,50% 0,00% 0,00% 1,00% 5,00% 
V5 18,5% 12,5% 6,00% 9,00% 15,0% 9,50% 14,5% 4,50% 6,00% 7,00% 3,50% n. v. 9,50% 
V6 12,1% 2,50% 7,50% 10,0% 10,0% 11,5% n. v. n. v. 10,0% 8,50% 5,00% n. v. 7,50% 
              
MW 7,81% 5,81% 3,62% 5,28% 6,10% 9,97% 11,1% 1,50% 3,40% 3,87% 2,17% 3,33% 4,83% 
SEM 2,89% 1,42% 1,19% 1,62% 2,21% 1,56% 1,88% 0,76% 1,55% 1,48% 0,82% 1,72% 1,34% 
              
p (S) - 0,415 0,149 0,175 0,154 0,555 0,937 0,117 0,098 0,126 0,070 0,810 0,242 























Art 8 Art 9 Art 10 
V1 0,20 46,85 5,75 23,77 5,10 27,71 18,47 2,78 1,42 5,06 2,36 6,74 3,91 
V2 1,77 48,36 0,46 22,37 6,90 4,92 6,98 0,66 0,38 1,06 0,55 2,37 1,36 
V3 0,13 72,37 7,04 5,43 5,50 10,93 n. v. 1,29 0,96 0,32 0,25 0,86 0,50 
V4 0,04 100,7 1,25 2,11 1,36 10,18 n. v. 1,11 0,36 0,00 0,00 0,71 4,64 
V5 n. v. 165,1 12,43 90,64 38,57 25,11 36,25 27,64 8,57 17,50 3,75 n. v. 17,64 
V6 n. v. 148,0 27,32 86,43 34,29 23,00 n. v. n. v. 35,71 8,50 7,68 n. v. 9,64 
              
MW 0,53 96,92 9,04 38,46 15,29 16,97 20,57 6,69 7,90 5,41 2,43 2,67 6,28 
SEM 0,41 20,62 4,06 16,24 6,75 3,85 8,52 5,25 5,71 2,77 1,20 1,41 2,62 
              
p (S) - 0,014 0,203 0,097 0,022 0,088 0,323 0,311 0,694 0,460 0,740 0,242 0,191 




Die Werte sind entweder in % oder als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen:  
Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre Zellen aus dem Knochenmark; Art = Arterie;  
MW = Mittelwert; n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert; p (S) = Signifikanz-berechnung im Vergleich 
zur Suspension; p (A) = Signifikanz-berechnung im Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, 
gepaart); Signifikanzen p<0,05 werden fett gedruckt dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension 
bzw. mit der AFT024 signifikant höher ist der Signifikanzwert mit einem *-Symbol markiert. 
 
Die morphologische Diskriminierung der unterschiedlichen Kolonietypen im CFC Ansatz 




 Population fast ausschließlich Zellen mit CFU-G, CFU-M und 
CFU-GM Potential enthielt (Abb. 17E, Tab. 58, n=6). CD133
+
 Zellen mit erythrozytärem 
bzw. erythro-myeloischem Koloniebildungspotential und somit per Definition multipotente 
HSVZ wurden nur vereinzelten in Kokultur mit Zellen der MSZ KM Fett 7/5, Vene 5, Arterie 





 Fraktion waren nach der Kokultur mit primären MSZ sowohl HSVZ 
mit erythrozytärem als auch myeloischem Koloniebildungspotential enthalten (Abb. 17F,  
Tab. 59, n=6). Zellen mit erythrozytärem und/oder erythro-myeloischem 





Fraktion wurden in zwei von sechs Versuchen erythrozytäre Kolonien in Kokultur mit Zellen 





 Fraktion auf der MSZ KM MNZ B und der MSZ KM Fett 7/5 in fünf von 
sechs Versuchen Zellen mit erythrozytärem Differenzierungspotential. 




 HSVZ mit LTC-IC, NK-IC sowie 
myeloischem Koloniebildungspotential wurde in allen Kokulturen mit mesenchymalen 
Stromazellen aus dem Knochenmark, der Arterie sowie der Vene unterstützt. Multipotente 




 Fraktion reproduzierbar 





 Fraktion enthalten. 
Im Vergleich zur AFT024 ermöglichten die mesenchymalen Stromazelllinien MSZ KM MNZ 




 HSVZ mit LTC-IC und 




 Zellen mit 
erythrozytärem Koloniebildungspotential. Die beiden Primärzelllinien stellen somit die besten 







Abb. 17: Expansion von HSVZ, LTC-ICs, NK-ICs und CFCs in Kokultur mit primären 
MSZ 
Graphische Darstellung der Werte aus Tab. 26, Tab. 27, Tab. 28, Tab. 58 und Tab. 59(A) Nach  
14-tägiger Kokultur mit primären humanen mesenchymalen Stromazellen, Zellen der murinen 
Zelllinie AFT024 und in Suspension wurde die Expansion hämatopoetischer Subpopulationen 




 Zellen wurden an Tag 14 
durchflusszytometrisch sortiert, in funktionelle Analysen überführt und die Expansion von Zellen mit 
(B) LTC-IC und (C) NK-IC und (D) CFC Potential ermittelt. Zusätzlich wurde die Frequenz der 









berechnet. 5 verschiedene Kolonietypen wurden morphologisch unterschieden: CFU-MIX, BFU-
E/CFU-E, CFU-G, CFU-GM und CFU-M. (Mittelwerte ± SEM). Die Zahlen über den Balken 
repräsentieren die Anzahl der CFC Ansätze mit erythrozytären und/oder erythro-myeloischen 





3.5. Expansion von HSVZ in Kokultur mit primären humanen 
endothelialen Stromazellen 
Der Selbsterhalt und die Expansion multipotenter HSZ ohne Verlust ihrer Multipotenz wird  
in vivo in der sogenannten Stammzellnische z.B. im Knochenmark ermöglicht. In mehreren 
Arbeiten wird insbesondere in der Knochenmarknische die Beteiligung von sowohl 
mesenchymalen als auch endothelialen Stromazellen beschrieben (Calvi et al., 2003; Zhang et 
al., 2003; Kiel und Morrison, 2008; Nagasawa et al., 2011; Morrison und Scadden, 2014). 
Jüngsten Ergebnissen von Adam Greenbaum et al. und Lei Ding et al. zufolge sind 
endotheliale und mesenchymale Stromazellen dabei für die Aufrechterhaltung 
unterschiedlicher HSVZ Populationen in der Knochenmarknische zuständig (Ding und 
Morrison, 2013; Greenbaum et al., 2013). 
Folglich stellte sich die Frage, inwiefern in Kokultur mit endothelialen Stromazellen aus 
unterschiedlichen Geweben ein Erhalt bzw. eine Expansion primitiver HSVZ stattfindet. 
Hierzu wurden endothelialer Stroma-/Vorläuferzellen aus der Nabelschnurvene (engl. human 
umbilical vein endothelial cell; kurz HUVEC) sowie aus dem Nabelschnurrestblut (engl. 
endothelial colony forming cell; kurz ECFC) isoliert und charakterisiert. 
3.5.1. Charakterisierung der endothelialen Stromazellen 
Die isolierten und kultivierten Zellen aus den unterschiedlichen Geweben waren sehr 
heterogen bzgl. ihrer Größe und Morphologie (Abb. 19). Vereinzelt konnten große, stark 
granuläre Zellen mit mehreren Kernen (poly-nukleär) beobachtet werden. Aufgrund von 
Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe werden diese Zellen als seneszent bzw. differenziert 
beurteilt (Doktorarbeit Liska Horsch).  
Neben der Morphologie wurde die Expression von als endothel-spezifisch beschriebenen 
Oberflächenantigenen durchflusszytometrisch analysiert (Ingram et al., 2004; Yoder et al., 
2007). Ingram und Yoder zufolge exprimieren Endothelzellen u.a. die Oberflächenantigene 
CD31, CD73, CD105, CD144, sowie VEGF-R2. Oberflächenantigene mesenchymaler 
Stamm-/Stromazellen (CD90) sowie hämatopoetischer Zellen (CD15 und CD45) werden von 
endothelialen Zellen nicht exprimiert. 
Alle in dieser Arbeit verwendeten endothelialen Vorläufer-/Stromazellen (HUVEC und 
ECFC) exprimierten die Oberflächenantigene CD31, CD73, CD105, CD144 sowie den 
VEGF-R2 und banden das Lektin Ulex (Abb. 18). Die Expressionsstärke (MFI = mean 
fluorescence intensity) der Oberflächenantigene CD31, CD73 und CD105 wies zwischen den 




den HUVEC A (MFI 98,8) und die geringste auf den HUVEC B Stromazellen (MFI 42,7) 
gemessen (Abb. 18). Nur geringfügige Unterschiede konnten bei der Expression des VEGF 
(engl. vascular endothelial growth factor)-Rezeptors 2 detektiert werden (Abb. 18). Hier wies 
die ECFC 1E die niedrigste MFI von 2,29 auf wohingegen der höchste Messwert bei der 
HUVEC D (MFI 3,33) ermittelt wurde (Abb. 18). Die Oberflächenantigene CD15, CD45 und 
CD90 wurden nicht auf den endothelialen Stromazellen exprimiert (Abb. 18). 
 
Abb. 18: Durchflusszytometrische Charakterisierung endothelialer Stromazellen 
Durchflusszytometrische Charakterisierung primärer humaner endothelialer Stromazellen, die aus der 
Nabelschnurvene (HUVEC) und dem Nabelschnurrestblut (ECFC) angezogen worden sind.  
(P = Passage; weiß = Isotyp-Kontrolle; schwarz = Fluoreszenzintensität; MFI: mittlere 
Fluoreszenzintensität). 
 
Des Weiteren wurde die Expression der Antigene CD34 sowie CD44 untersucht 


















Oberflächenexpression von CD44 war in keiner der untersuchten endothelialen 
Stromazelllinien nachweisbar. CD34 wurde bei allen getesteten endothelialen Zellen von 
einer Subpopulation von Zellen exprimiert. Die größte Population CD34
+
 Zellen fand sich bei 
den HUVEC C (19,27 %) und der HUVEC F (20,40 %), wohingegen nur wenige Zellen der 
ECFC 4D (5,38 %) das Antigen exprimierten. Die expandierten Stromazellen aus den 









) endothelialer Vorläuferzellen. 
Entsprechend der Literatur nehmen Endothelzellen acetyliertem LDL auf (Voyta et al., 1984), 
binden das Lektins Ulex europaeus I agglutinin (UEA I) (Holthofer et al., 1982) und bilden 
tubuläre, Gefäß-ähnliche Strukturen im Matrigel aus (Crabtree und Subramanian, 2007). 
Weiterhin zeichnen sich endotheliale Zellen durch intrazelluläre, stabförmige Weibel-Palade 
Körperchen aus, in denen das Protein von-Willebrand-Faktor (vWF) eingelagert ist (Weibel 
und Palade, 1964).  
Um die acLDL-Aufnahme der endothelialen Stromazellen zu testen, wurden 20.000 Zellen 
für eine Stunden mit 10 µg/ml fluoreszenzmarkiertem lipophilem DiI kultiviert und die 
Endozytose mikroskopisch dokumentiert (Abb. 19, AcLDL Aufnahme). Das Lipoprotein 
wurde von allen getesteten endothelialen Zellen aufgenommen und war perinukleär und 
zytoplasmatisch in Vesikeln lokalisiert. 
Das Protein von-Willebrand-Faktor (vWF) in den Weibel-Palade Körperchen wurde 
immunzytochemisch nachgewiesen (Abb. 19, vWF). Die stabförmigen Weibel-Palade 
Körperchen gefüllt mit vWF wurden in allen isolierten endothelialen Primärzellen 
mikroskopisch detektiert. 
Die Fähigkeit der Endothelzellen zur Ausbildung gefäßähnlicher Strukturen wurde im 
kommerziell erwerblichen Matrigel Ansatz durchgeführt (Abb. 19, Matrigel). Hierzu wurde 
das Matrigel mit 4x10
4
 Endothelzellen überschichtet und für 15 Stunden inkubiert. Die 
mikroskopische Auswertung des Ansatzes ergab, dass alle getesteten endothelialen 
Primärzellen sowohl tubulärartige Strukturen (tubes) mit mehreren Verzweigungspunkten 
(branching points) und Schleifen (loops) ausbildeten. 
Alle isolierten Stromazellen aus der Nabelschnurvene (HUVECs) und dem 
Nabelschnurrestblut (ECFC) wiesen sowohl phänotypisch als auch funktionell Eigenschaften 
von endothelialen Stromazellen auf und wurden nachfolgende für Kokulturversuche mit 






Abb. 19: Morphologische und funktionelle Analyse endothelialer Stromazellen 
Phase: Phasenkontrastaufnahme von konfluent gewachsenen primären humanen endothelialen 
Stromazellen (Maßstabsbalken = 20 µm). AcLDL Aufnahme: Endozytose von fluoreszenzmarkiertem 
lipophilem DiI acLDL (rot, Maßstabsbalken = 10 µm). vWF: Intrazelluläre fluorochromkonjugierte 
Antikörperfärbung des Proteins von-Willebrand-Factor (vWF) in den Weibel-Palade-Körperchen 
(vWF = grün; Kern = blau; Maßstabsbalken = 10 µm). Matrigel: Bildung von tubulären bzw. Gefäß-






3.5.2. Medientests für die Kokultur von HSVZ mit endothelialen Stromazellen 
Für die Isolierung und Kultivierung endothelialer Stromazellen wird ein spezifisches 
Kulturmedium (EBM-2) benötigt, das die Wachstumsfaktoren EGF, FGF, IGF sowie VEGF 
sowie 5 % Serum enthält (EBM-2 + Zusätze = EGM-2, Lonza). Da in unabhängigen 
Versuchen gezeigt werden konnte, dass eine Kultivierung und Expansion CD34
+
 Zellen in 
EBM-2 Medium nicht möglich ist (Daten nicht dargestellt), wurden nachfolgend 
Medienbedingungen etabliert, die eine Kokultivierung von HSVZ und endothelialen 
Stromazellen ermöglichen. Der Medientest wurde zudem mit den zuvor etablierten 
mesenchymalen Stromazellen durchgeführt, da bereits zu diesem Zeitpunkt Kokulturversuche 
sowohl mit endothelialen als auch mesenchymalen Stromazellen in einer Tripel-Kultur 
geplant waren. 
Hierzu wurden mesenchymale, endotheliale und hämatopoetische Zellen in verschiedenen 
Grundmedien (IMDM, aMEM, DMEM, RPMI, EGM), mit unterschiedlichen 
Serenkonzentrationen (0, 5, 10, 20 %) sowie Zytokinkombinationen (EGF, FGF, IGF, VEGF, 
SCF, TPO, Flt3-L) kultiviert. Nach 14 Tagen wurden die Zellen mikroskopisch dokumentiert 
und optisch hinsichtlich ihrer Morphologie, Konfluenz, Adhärenz und Vitalität beurteilt. 
Anhand der nachfolgend aufgeführten Kriterien wurden die Kulturbedingungen einer der drei 
Kategorien zugeordnet (Abb. 20A): 
- Grün: Alle Zellen adhärent; wenig apoptotische Zellen bzw. Zelltrümmer; mehr als  
80 % Konfluenz 
- Gelb: Überwiegend adhärente Zellen; teilweise differenzierte, stark granuläre, flächige 
bzw. große Stromazellen, 40-80 % Konfluenz 
- Rot: Kaum/wenig adhärente Zellen; viele differenzierte und apoptotische Zellen sowie 
Zelltrümmer; weniger als 40 % Konfluenz 
In der Kultur mit CD34
+
 HSVZ aus dem Nabelschnurrestblut wurde ausschließlich die 
Vitalität und Expansion der Zellen beurteilt. Kulturbedingungen, die keine Proliferation 
unterstützen, wurden rot markiert. Medien, die die Vitalität und Proliferation der 
hämatopoetischen Zellen nicht beeinflussten, wurden grün markiert. 
Die unterschiedlichen Medienbedingungen wurden jeweils mit drei unterschiedlichen 
endothelialen (ECFC, HUVEC) und mesenchymalen (KM MSZ) Stromazellen sowie  
CD34
+
 HSVZ aus drei unabhängigen Nabelschnurrestbluten getestet (Abb. 20B). Hierzu 




Vitalität über 14 Tage hinweg mikroskopisch beurteilt. Dargestellt und nachfolgend 
beschrieben sind nur die Beurteilungen der Stromazellen an Tag 14, was der Kulturdauer der 
Expansionsphase vom erweiterten ML-IC Ansatz entspricht. 
Sowohl mesenchymale als auch hämatopoetische Zellen konnten in allen getesteten 
Grundmedien kultiviert und expandiert werden (Abb. 20B). Kulturmedien mit weniger als  
10 % tierischem Serum führten zur Apoptose von mesenchymalen und hämatopoetischen 
Zellen. Die Kultivierung der HUVECs war auch ohne die Wachstumsfaktoren in IMDM mit 
10 bzw. 20 % Serum möglich (Abb. 20B). ECFCs hingegen konnten nur in IMDM kultiviert 
werden, wenn dem Grundmedium erneut zu 50 % das zytokinhaltige Medium EGM-2 
zugesetzt wurde (Abb. 20B). 
Sowohl EGF, FGF, IGF als auch VEGF weisen ein weitreichendes Wirkungsspektrum auf die 
Biologie (Proliferation, Migration und Differenzierung) endothelialer und mesenchymaler 
Zellen auf (Li et al., 2007b; Riekstina et al., 2008; Tamama et al., 2010; Lai et al., 2011; 
Berendsen und Olsen, 2014). Da die Verwendung einzelner oder mehrerer 
Wachstumsfaktoren essentiell für die Kultivierung der endothelialen Stromazellen ist und da 
wir einen Effekt auf mesenchymale Zellen möglichst gering halten wollen, wurden im 
nachfolgenden Versuch die Wachstumsfaktoren ermittelt, die für die Kultivierung der 
Endothelzellen (ECFC und HUVEC) über den Zeitraum von 14 Tagen unbedingt erforderlich 
sind (Abb. 20C). Als Grundmedium für den Versuch wurde IMDM10 verwendet. Da die vier 
Wachstumsfaktoren separat und einzeln geliefert werden, wurden dem Medium verschiedene 
Kombinationen der Zytokine EGF, FGF, IGF und VEGF zugesetzt. Die Bewertung der 
Vitalität und Proliferation der endothelialen Zellen erfolgte in Analogie zu dem 
vorhergehenden Test der Basalmedien (Abb. 20C). 
Die Kultivierung von Endothelzellen aus der Nabelschnurvene war in IMDM10 mit allen 
Kombinationen und den jeweils einzelnen Wachstumsfaktoren über den Zeitraum von  
14 Tagen ohne Einschränkungen möglich (Abb. 20C). ECFCs hingegen konnten in IMDM10 
mit IGF bzw. VEGF alleine nicht kultiviert werden und wurden apoptotisch. Die Zugabe von 
EGF oder FGF alleine ermöglichte zwar einen Erhalt der ECFCs, jedoch waren die Zellen 
nach 14 Tagen nicht konfluent. Erst die Verwendung von mindestens zwei 
Wachstumsfaktoren ermöglichte den Erhalt bzw. die Proliferation der ECFCs, wobei alle 






Abb. 20 Ergebnisse der Medienetablierung 
(A) Bewertung der getesteten Grundmedien, Serenkonzentrationen und Zytokinkombinationen für die 
unterschiedlichen Zellentitäten. (B) Zusammenstellung der Ergebnisse aus dem Medientest mit 
mesenchymalen, endothelialen und hämatopoetischen Zellen. (C) Bewertung der endothelialen Zellen 
kultiviert in IMDM mit 10 % tierischem Serum und unterschiedlichen Kombinationen der Zytokine aus 
dem EGM-2 Medium. 
 
Aus den Medientests ergibt sich, dass das Basalmedium IMDM mit 10 % tierischem Serum 
(IMDM10) für die Kultivierung von sowohl mesenchymalen, endothelialen als auch 
hämatopoetischen Zellen geeignet ist. Dem Grundmedium werden zudem die Zytokine SCF, 
TPO und Flt3-L zugesetzt, da diese für den Erhalt und die Induktion der Proliferation der 




und FGF zugesetzt, da diese essentiell für die Kultivierung endothelialer Stromazellen 
insbesondere der ECFCs sind. 
3.5.3. Kokultur von HSVZ mit endothelialen Stromazellen 




 HSVZ mit primären humanen endothelialen 
Stromazellen erfolgte in Analogie zu den vorhergehenden Kokulturversuchen. Entsprechend 
der vorhergehenden Medienetablierung wurde als Kulturmedium IMDM10 mit den 
Wachstumsfaktoren EGF und FGF vom EGM-2 Medium verwendet. Nach der 14-tägigen 
Kokultur wurde die hämatopoetische Nachkommenschaft geerntet und 









 Fraktion durchflusszytometrisch sortiert und im LTC-IC, 
NK-IC sowie CFC Ansatz analysiert (Abb. 22, Tab. 30, Tab. 31 und Tab. 32). 
In Kokultur mit primären humanen endothelialen wurden nach 14 Tagen in der 


















 Fraktion lag in allen Kokulturen mit endothelialen Stromazellen unter der 
AFT024 Referenz (133
+
: 13,2 ± 1,95 %, n=4; 133
low
: 18,5 ± 4,2 %, n=3, Tab. 30). Die im 




 Zellen wurde in Kokultur mit Zellen der HUVEC F 




 Fraktion mit Zellen der HUVEC A 
(3,66 ± 3,08 %, n=3, Tab. 30) ermittelt. 
 
Abb. 21: Durchlusszytometrische Analyse der HSVZ in Kokultur mit primären humanen 
endothelialen Stromazellen 




 Zellen nach 14-tägiger 
Kokultur mit primären humanen endothelialen Stromazellen. Darstellung repräsentativer Analysen 



































V1 0,69% 15,1% 1,70% 2,88% 4,84% 1,62% 2,85% 2,32% 0,25% 2,12% 2,01% 1,35% 
V2 6,56% 19,0% 1,44% 3,57% n. v. n. v. n. v. 2,93% n. v. n. v. 4,18% n. v. 
V3 3,88% 13,2% 2,58% 3,84% 4,41% 4,39% 5,25% 3,09% 2,12% 4,81% 4,46% 2,97% 
V4 1,74% 11,6% 2,41% 1,92% 1,60% 1,48% 1,48% 0,90% 0,50% 1,06% 1,18% 0,94% 
V5 7,38% 7,23% 8,99% 6,02% 3,71% 4,00% 5,73% 4,20% 3,13% 3,41% 2,27% 7,21% 
             
MW 4,05% 13,2% 3,42% 3,65% 3,64% 2,87% 3,83% 2,69% 1,50% 2,85% 2,82% 3,12% 
SEM 1,30% 1,95% 1,41% 0,68% 0,72% 0,77% 1,01% 0,54% 0,68% 0,81% 0,64% 1,43% 
             
p (S) - 0,022 0,636 0,665 0,900 0,613 0,666 0,225 0,101 0,671 0,347 0,460 


















V3 0,49% 26,8% 0,67% 1,88% 0,79% 1,44% 0,95% 0,77% 0,96% 0,88% 0,64% 0,38% 
V4 0,10% 14,9% 0,48% 1,05% 0,69% 0,59% 0,28% 0,48% 0,41% 0,29% 0,35% 0,30% 
V5 7,38% 13,7% 9,82% 2,05% 3,23% 2,10% 3,47% 3,99% 5,44% 4,23% 1,72% 5,47% 
             
MW 2,65% 18,5% 3,66% 1,66% 1,57% 1,38% 1,57% 1,75% 2,27% 1,80% 0,90% 2,05% 
SEM 2,36% 4,20% 3,08% 0,31% 0,83% 0,44% 0,97% 1,12% 1,59% 1,23% 0,42% 1,71% 
             
p (S) - 0,112 0,300 0,692 0,552 0,589 0,521 0,540 0,669 0,535 0,464 0,455 


















V1 2,21% 1,53% 5,37% 7,21% 9,57% 3,78% 4,37% 4,75% 1,03% 10,1% 4,98% 2,53% 
V2 3,81% 3,30% 2,26% 3,47% n. v. n. v. n. v. 3,19% n. v. n. v. 8,56% n. v. 
V3 3,59% 0,72% 4,19% 14,1% 8,87% 9,83% 9,09% 6,10% 3,84% 8,44% 7,56% 4,57% 
V4 2,15% 1,00% 5,69% 7,84% 4,77% 6,59% 5,18% 4,34% 2,72% 3,77% 6,62% 3,15% 
V5 2,23% 1,40% 4,43% 6,90% 6,01% 9,22% 5,85% 7,62% 5,24% 5,53% 4,78% 6,59% 
             
MW 2,80% 1,59% 4,39% 7,92% 7,31% 7,36% 6,12% 5,20% 3,21% 6,98% 6,50% 4,21% 
SEM 0,37% 0,45% 0,60% 1,74% 1,14% 1,38% 1,03% 0,76% 0,89% 1,44% 0,73% 0,90% 
             
p (S) - 0,047* 0,165 0,042 0,019 0,028 0,015 0,065 0,502 0,046 0,001 0,166 
p (A) - - 0,049 0,041 0,012 0,026 0,025 0,030 0,121 0,026 0,002 0,046 
Abkürzungen: Sus = Suspension; HU = HUVEC; MW = Mittelwert; n. v. = nicht verfügbar/ 
kontaminiert; p (S) = Signifikanz-berechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanz-
berechnung im Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 werden fett 
gedruckt dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 signifikant höher ist der 
Signifikanzwert mit einem *-Symbol markiert. 
 
Wie bereits zuvor bei der durchflusszytometrischen Analyse der hämatopoetischen 





 Zellen detektiert werden (Abb. 21 und Tab. 30). 
Diese Zellpopulation ist in Kokultur mit Zellen der murinen Stromazelllinie AFT024 
anteilsmäßig gering vorhanden (1,59 ± 0,45 %) und eine Expansion dieser Zellen fand sich 
überwiegend in der Kokultur mit endothelialen Stromazellen. 











 Population nachgewiesen (Abb. 22A, Tab. 30). 
Eine statistisch signifikante Steigerung der Expansion von CD45
+
 Zellen wurde im Vergleich 
zur Kontrolle (571 ± 140-fach, n=5) auf Zellen der HUVEC A (747 ± 148-fach, n=5), 




Im Vergleich zur Kontrolle (68,46 ± 16,05-fach, n=5, Tab. 30) fand in allen Kokulturen mit 









 HSVZ wurde auf Zellen der 
HUVEC F gefunden (41,61 ± 15,47-fach, n=4, Tab. 30). 














 Zellen in 

















V1 97,50 245,90 366,05 424,17 469,48 552,07 573,66 546,49 399,81 234,49 458,80 761,36 
V2 190,32 229,35 503,83 605,75 n. v. n. v. n. v. 439,79 n. v. n. v. 442,98 n. v. 
V3 192,84 903,84 1219,4 1405,2 1576,1 1647,6 1253,0 1000,1 853,72 981,24 1043,3 1061,2 
V4 139,48 799,68 827,62 676,88 1144,1 1083,2 910,82 742,38 540,40 661,88 572,38 942,38 
V5 290,96 679,38 820,62 661,98 801,08 886,68 1236,7 934,06 786,48 1932,9 1829,3 1284,8 
             
MW 182,22 571,63 747,52 754,81 997,70 1042,4 993,56 732,58 645,10 952,65 869,36 1012,4 
SEM 32,41 140,93 148,22 168,72 236,94 229,61 160,63 107,86 105,93 360,81 263,66 109,75 
             
p (S) - 0,044 0,015 0,025 0,039 0,030 0,008 0,004 0,009 0,094 0,043 0,001 


















V1 0,68 37,25 6,21 12,23 22,74 8,93 16,32 12,71 0,98 4,98 9,21 10,27 
V2 12,48 43,67 7,26 21,64 n. v. n. v. n. v. 12,89 n. v. n. v. 18,53 n. v. 
V3 7,48 119,32 31,50 53,94 69,46 72,40 65,82 30,92 18,06 47,18 46,58 31,56 
V4 2,42 92,96 19,92 12,98 18,28 16,04 13,44 6,70 2,68 7,02 6,78 8,82 
V5 21,46 49,12 73,74 39,88 29,72 35,48 70,84 39,24 24,60 65,88 41,60 92,68 
             
MW 8,90 68,46 27,73 28,13 35,05 33,21 41,61 20,49 11,58 31,27 24,54 35,83 
SEM 3,76 16,05 12,40 8,15 11,71 14,22 15,47 6,20 5,80 15,08 8,26 19,65 
             
p (S) - 0,020 0,163 0,049 0,144 0,150 0,152 0,123 0,433 0,220 0,087 0,307 


















V1 0,94 242,86 8,20 26,46 12,44 23,72 11,92 7,68 8,16 8,68 6,66 4,08 
V2 0,14 119,20 3,96 7,14 7,88 6,38 2,54 3,58 2,22 1,92 1,98 2,80 
V3 21,46 93,36 80,56 13,56 25,88 18,64 42,92 37,24 42,80 81,70 31,46 70,22 
             
MW 7,51 151,81 30,91 15,72 15,40 16,25 19,13 16,17 17,73 30,77 13,37 25,70 
SEM 6,98 46,13 24,86 5,68 5,40 5,15 12,20 10,60 12,65 25,54 9,15 22,26 
             
p (S) - 0,104 0,321 0,485 0,061 0,364 0,170 0,144 0,218 0,337 0,131 0,356 


















V1 2,16 3,76 19,67 30,59 44,92 20,87 25,07 25,98 4,12 23,87 22,83 19,27 
V2 7,26 7,56 11,39 21,04 n. v. n. v. n. v. 14,02 n. v. n. v. 37,93 n. v. 
V3 6,92 6,52 51,10 199,20 139,82 161,90 113,88 61,00 32,82 82,78 78,84 48,46 
V4 3,00 7,96 47,06 53,08 54,62 71,44 47,20 32,20 14,70 24,92 37,90 29,64 
V5 6,50 9,52 36,32 45,70 48,16 81,78 72,38 71,16 41,20 106,94 87,38 84,62 
             
MW 5,17 7,06 33,11 69,92 71,88 84,00 64,63 40,87 23,21 59,63 52,98 45,50 
SEM 1,07 0,96 7,68 32,80 22,74 29,18 19,05 10,82 8,43 20,93 12,68 14,37 
             
p (S) - 0,120 0,023 0,117 0,055 0,067 0,044 0,027 0,084 0,069 0,016 0,055 
p (A) - - 0,025 0,128 0,066 0,075 0,053 0,032 0,120 0,080 0,019 0,064 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension; HU = HUVEC; 
MW = Mittelwert; n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich 
zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); 
















 HSVZ wies die Kokultur mit Zellen der HUVEC A auf  
(30,91 ± 24,86-fach, n=3, Tab. 30).  
Im Vergleich zur AFT024 Referenz (7,06 ± 0,96-fach, n=5, Tab. 30) wurde im Mittel eine  









Zellen wurden nach der Kokultur mit Zellen der HUVEC D detektiert (84,0 ± 
29,18-fach, n=4, Tab. 30). 
Um die Expansion von Zellen mit LTC-IC und NK-IC Potential in Kokultur mit den primären 





durchflusszytometrisch sortiert und in den LTC-IC bzw. NK-IC Ansatz eingebracht  
(Abb. 22B und C, Tab. 31, n=5). Die Berechnung der Expansion erfolgte im Vergleich zur 









 Zellen nach der Kokultur mit Stromazellen der HUVEC B und ECFC 4D im 
LTC-IC und NK-IC Ansatz analysiert. 
Ein Verlust (Faktor < 1) von LTC-ICs wurde in zwei von fünf (AFT024) bzw. 24 von 62 
(Endothel) Versuchsansätzen wurde ermittelt (Tab. 31). Eine im Mittel bessere bzw. 
vergleichbare Expansion von Zellen mit LTC-IC Potential gegenüber der Referenz  
(3,26 ± 2,01-fach, n=5) wurde in Kokultur mit Zellen der Linien HUVEC C  
(5,04 ± 3,24-fach, n=4), ECFC 4D (3,28 ± 1,73-fach, n=5) und ECFC 4E (3,25 ± 1,62-fach, 
n=5) festgestellt (Abb. 22B, Tab. 31). 
Zellen mit NK-IC Potential wiesen in vier von fünf (AFT024) bzw. 24 von 55 (Endothel) 
Experimenten keine Amplifikation (Faktor < 1) auf (Tab. 31). Im Vergleich zur AFT024 
Kokultur (0,47 ± 0,23-fach, n=5) wurde eine stärkere Expansion von Zellen mit NK-IC 
Potential mit Stromazellen der Linien HUVEC F (1,5 ± 0,51-fach, n=4),  
ECFC 4D (1,46 ± 0,49-fach, n=5) sowie ECFC 4E (1,06 ± 0,6-fach, n=4) gefunden  
(Abb. 22C, Tab. 31). 




 Zellen im LTC-IC sowie NK-IC Ansatz ergab, 
dass diese Zellpopulation geringfügig (<0,05 %, n=1) Zellen mit LTC-IC Potential enthält. 























V1 0,15 0,67 0,23 0,80 0,40 0,52 0,55 0,15 0,17 0,19 0,49 0,44 
V2 0,18 0,11 n. v. 0,36 n. v. 0,13 n. v. 0,11 0,11 0,07 0,20 0,30 
V3 1,84 11,11 2,24 6,54 14,65 7,84 5,82 5,17 4,89 9,50 9,57 5,94 
V4 0,32 2,10 0,00 1,29 2,57 1,78 1,22 0,45 0,23 0,61 1,86 1,33 
V5 2,85 2,32 8,49 3,63 2,53 1,63 13,83 4,81 4,84 11,01 4,30 8,25 
             
MW 1,07 3,26 2,74 2,53 5,04 2,38 5,35 2,14 2,04 4,28 3,28 3,25 
SEM 0,55 2,01 1,98 1,15 3,24 1,40 3,06 1,17 1,15 2,45 1,73 1,62 
             
p (S) - 0,167 0,378 0,104 0,310 0,352 0,194 0,189 0,208 0,171 0,156 0,113 


















V1 n. v. 0,09 0,18 0,41 n. v. 0,38 1,16 0,48 n. v. 0,04 0,22 0,33 
V2 1,28 1,28 n. v. 0,95 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 2,12 n. v. 
V3 0,39 0,59 0,34 1,71 3,22 2,12 2,80 2,11 1,26 2,54 2,67 2,85 
V4 0,00 0,00 0,59 0,35 0,45 0,45 0,38 0,18 0,17 0,44 0,39 0,37 
V5 1,07 0,41 2,16 3,01 0,18 0,00 1,65 0,33 0,93 1,05 1,88 0,68 
             
MW 0,69 0,47 0,82 1,29 1,28 0,74 1,50 0,77 0,78 1,02 1,46 1,06 
SEM 0,30 0,23 0,45 0,49 0,97 0,47 0,51 0,45 0,32 0,55 0,49 0,60 
             
p (S) - 0,579 0,241 0,202 0,540 0,693 0,226 0,645 0,425 0,325 0,080 0,441 
p (A) - - 0,298 0,180 0,386 0,331 0,048 0,251 0,092 0,180 0,051 0,210 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension; HU = HUVEC; 
MW = Mittelwert; n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich 
zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); 
Signifikanzen p<0,05 werden fett gedruckt dargestellt.  
 









 HSVZ durchflusszytometrisch sortiert, in CFC Ansätze eingebracht, 
hinsichtlich ihres erythrozytären, myeloischen und erythro-myeloischen Koloniebildungs-
potentials analysiert und die Expansion koloniebildender Zellen im Vergleich zu frisch 





 Population mit einbezogen (Daten nicht dargestellt). 




 Fraktion nach Kokultur mit 
endothelialen Stromazellen war im Vergleich zu frisch isolierten HSVZ im Mittel etwa  





 Fraktion waren anteilsmäßige wenige koloniebildende Zellen enthalten  
(min: 0,11 ± 0,11 %; max: 0,97 ± 0,19 %, n=3, Tab. 32). 





 Fraktion wurde im Vergleich zur Kontrolle (13 ± 2,4-fach, n=4, Tab. 32) in 
der Kokultur mit Zellen der HUVEC C (14,40 ± 2,61-fach, n=4), HUVEC D (13,50 ± 5,41-
fach, n=4), HUVEC F (14,93 ± 6,03-fach, n=4) und ECFC 4E  
(13,4 ± 7,89-fach, n=4) ermittelt. In der Kokultur mit Zellen der HUVEC C wurde in drei von 




 Zellen mit 








HSVZ wurde nur in 8 von 48 
Experimenten in Kokultur mit primären endothelialen Zellen unterstützt (Tab. 32). In 
Kokultur mit murinen Stromazellen konnte in sieben von acht Versuchen eine reproduzierbar 
stärkere Expansion von CFCs detektiert werden (10,04 ± 5,19-fach, n=3, Tab. 32). 


























V1 5,67% 7,00% 9,67% 13,3% 13,0% 6,67% 11,3% 4,00% 8,00% 9,00% 13,0% 17,6% 
V2 4,67% 2,83% 5,50% 7,33% 6,83% 8,00% 6,00% 7,50% 7,17% 7,33% 6,50% 3,83% 
V3 5,50% 4,17% 7,00% 9,35% 11,3% 9,26% 4,50% 7,67% 11,0% 8,33% 7,67% 7,17% 
V4 8,00% 3,00% 8,67% 13,0% 9,33% 11,0% 9,33% 9,00% 10,6% 10,0% 10,0% 8,67% 
             
MW 5,96% 4,25% 7,71% 10,7% 10,1% 8,73% 7,79% 7,04% 9,22% 8,67% 9,29% 9,33% 
SEM 0,71% 0,96% 0,92% 1,45% 1,33% 0,92% 1,55% 1,07% 0,97% 0,56% 1,43% 2,96% 
             
p (S) - 0,280 0,108 0,021 0,063 0,020 0,279 0,355 0,024 0,002 0,088 0,332 


















V1 0,18 11,96 2,75 7,48 13,56 2,73 8,49 2,33 0,36 2,06 5,52 8,32 
V2 1,60 15,51 7,95 16,38 21,77 26,57 18,12 10,64 5,94 1,41 17,85 5,55 
V3 0,61 17,77 6,40 18,14 9,53 6,81 2,77 2,36 1,85 2,68 13,89 2,90 
V4 7,88 6,76 29,32 5,57 12,72 17,90 30,33 0,00 12,04 30,22 2,38 36,85 
             
MW 2,57 13,00 11,60 11,89 14,40 13,50 14,93 3,83 5,05 9,09 9,91 13,40 
SEM 1,79 2,40 6,00 3,14 2,61 5,41 6,03 2,34 2,61 7,05 3,59 7,89 
             
p (S) - 0,080 0,122 0,126 0,037 0,113 0,070 0,740 0,098 0,306 0,228 0,177 



















V1 3,83% 2,00% 0,17% 1,33% 0,33% 0,67% 0,33% 0,33% 0,17% 0,33% 0,33% 3,83% 
V2 4,17% 3,00% 0,17% 0,90% 0,25% 0,00% 0,33% 0,00% 1,50% 0,00% 0,00% 4,17% 
V3 1,33% 0,00% 0,00% 0,68% 0,33% 1,74% 2,08% 0,42% 0,00% 0,67% 0,00% 1,33% 
             
MW 3,11% 1,67% 0,11% 0,97% 0,30% 0,80% 0,92% 0,25% 0,56% 0,33% 0,11% 3,11% 
SEM 0,89% 0,88% 0,06% 0,19% 0,03% 0,51% 0,58% 0,13% 0,48% 0,19% 0,11% 0,89% 
             
p (S) - 0,019 0,070 0,110 0,091 0,239 0,275 0,103 0,063 0,122 0,073 0,074 


















V1 0,13 17,35 0,05 1,26 0,15 0,56 0,14 0,09 0,12 0,10 0,05 0,15 
V2 0,02 12,77 0,02 0,23 0,07 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,08 0,00 
V3 1,02 0,00 0,00 0,30 0,31 1,16 3,19 0,56 0,00 1,95 0,00 1,17 
             
MW 0,39 10,04 0,02 0,45 0,18 0,58 1,12 0,22 0,04 0,68 0,04 0,44 
SEM 0,55 5,19 0,02 0,56 0,12 0,58 1,79 0,30 0,06 1,09 0,04 0,64 
             
p (S) - 0,221 0,381 0,437 0,479 0,301 0,417 0,352 0,330 0,452 0,415 0,446 
p (A) - - 0,193 0,198 0,201 0,224 0,286 0,208 0,192 0,248 0,193 0,225 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension; HU = HUVEC; 
MW = Mittelwert; n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich 
zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); 
Signifikanzen p<0,05 werden fett gedruckt dargestellt. 
 
Die morphologische Diskriminierung der unterschiedlichen Kolonietypen im CFC Ansatz 




 Fraktion Zellen mit CFU-G, 
CFU-M sowie CFU-GM Potential aufwies (Abb. 22E, Tab. 60, n=4). CD133
+




erythrozytärem (BFU-E) oder erythro-myeloischem (CFU-MIX) Differenzierungspotential 





 Zellen brachten sowohl nach Kultur mit murinen als auch 
mit primären humanen Stromazellen CFU-G sowie BFU-E Kolonien hervor (Abb. 22F, Tab. 
60, n=3). Zellen mit erythrozytärem und/oder erythro-myeloischem Differenzierungspotential 
wurden nicht in jedem Versuch detektiert. In der Kokultur mit Zellen der HUVEC A, C und D 





 Fraktion mit der HUVEC B in 3 von 3 Versuchen Zellen mit erythrozytärem 
Koloniebildungspotential (Abb. 22F, Tab. 60, n=3). 




 Fraktion im CFC Ansatz ergab, dass die Zellen CFU-G,  





 Zellen sehr ähnlich sind. Zellen mit 
erythrozytärem (BFU-E) oder erythro-myeloischem (CFU-MIX) Koloniebildungspotential 




Population nicht detektiert. 
In Analogie zu den Expansionsversuchen mit Zellen muriner und humaner mesenchymaler 





 Population enthalten. Zellen mit erythrozytärem Koloniebildungspotential 









Fraktion wurden geringfügig Zellen mit LTC-IC, CFU-G, CFU-M sowie CFU-GM Potential 
detektiert. Der Erhalt oder die Expansion multipotenter HSVZ wurden von keiner der 
getesteten endothelialen Stromazelllinien unterstützt. 
Aufgrund der Ergebnisse gehen wir davon aus, dass einzelne primäre humane endotheliale 
Stromazelllinien einen besseren Erhalt bzw. eine geringfügig stärkere Expansion der 
getesteten Linienpotentiale in der gesamten hämatopoetischen Nachkommenschaft 
unterstützen als Zellen der murinen Stromazelllinie AFT024. Hier besonders guten Erhalt 
bzw. Expansion primitiver HSVZs ermöglichten die Zellen der HUVEC C, HUVEC F, ECFC 








Abb. 22: Expansion von HSVZ, LTC-ICs, NK-ICs und CFCs in Kokultur mit primären 
humanen endothelialen Stromazellen 
Graphische Darstellung der Werte aus Tab. 29, Tab. 30, Tab. 31, Tab. 32 und Tab. 60 (A) Nach  
14-tägiger Kokultur mit Zellen primärer humaner endothelialer Stromazellen, Zellen der murinen 
Zelllinie AFT024 und in Suspension wurde die Expansion hämatopoetischer Subpopulationen 




 wurden an Tag 14 
durchflusszytometrisch isoliert, in funktionelle Analysen überführt und die Expansion von Zellen mit 
LTC-IC, NK-IC und CFC Potential experimentell ermittelt Es wurden 5 verschiedene Kolonietypen 
morphologisch unterschieden: CFU-MIX, BFU-E, CFU-G, CFU-GM und CFU-M. (Mittelwerte ± 
SEM). Die Zahlen über den Balken repräsentieren die Anzahl der CFC Ansätze mit erythrozytären 







3.6. Einfluss von EGF und FGF auf HSVZ 
In der vorhergehenden Kokultur mit endothelialen Stromazellen wurde im Vergleich zu den 







 Fraktion sowie funktioneller HSVZ mit NK-IC und CFC Potential 
ermittelt. Da dieser Unterschied auch bei der AFT024 Referenz zu beobachten war, lag die 
Vermutung nahe, dass der Effekt nicht ausschließlich auf die endothelialen Stromazellen 
zurückzuführen ist sondern die Zugabe von EGF und FGF möglicherweise einen Einfluss auf 
die Expansion und den Erhalt primitiver HSVZ hat. 
Literaturangaben zufolge unterstützt FGF den Erhalt primitiver muriner HSVZ mit 
NOD/SCID Repopulierungs Potential in vitro (Yeoh et al., 2006) und die Proliferation sowie 
die Mobilisierung von HSVZ in vivo (Zhao et al., 2012). Zudem soll EGF die Zellteilung von 
HSVZ (Shibuya et al., 1992) stimulieren und die Mobilisierung sowie die Einwanderung von 
blutbildenden Stammzellen in das Knochenmark von Mäusen unterstützen (Doan et al., 
2013). Der synergistische Effekt von EGF und FGF auf die humane Hämatopoese wurde 
1995 von Douglas et al. beschrieben (Dooley et al., 1995). Dabei sollen beide 
Wachstumsfaktoren in der Suspensionskultur proliferationsfördernd wirken (Dooley et al., 
1995). In Anwesenheit von undefinierten Knochenmark-Stromazellen hingegen wird 
berichtet, dass die Proliferation der HSVZ (Apherese, CD34
+
) dosisabhängig abnimmt und 
die Koloniebildungsrate (nur CFU-GM analysiert) der Zellen zurückgeht (Dooley et al., 
1995). 
Für die vorhergehende Kokultur mit endothelialen Stromazellen wurden die beiden 
Wachstumsfaktoren vom EGM-2 Medium verwendet. Die Konzentration dieser beiden 
Wachstumsfaktoren ist nicht bekannt. Aus nicht näher dokumentierten Vorversuchen ist 
zudem bekannt, dass eine Kultivierung endothelialer Stromazellen über den Zeitraum von 14 
Tagen auch durch Zugabe von 10 ng/ml EGF sowie FGF in IMDM10 möglich ist. Folglich 







) sowie funktioneller (LTC-ICs,  
NK-ICs, CFCs) Zellen in Kokultur mit Stromazellen genauer untersucht. 
Da die murine Stromazelllinie AFT024 in den vorhergehenden Kokulturversuchen mit 
humanen Stromazellen bereits als Referenz verwendet wurde, wurde der Einfluss 
unterschiedlicher Wachstumsfaktorkonzentrationen auf die HSVZ in Kokultur mit den 





Zellen für 14 Tagen mit den Stromazellen kokultiviert und dem Medium entweder die 




Wachstumsfaktoren zugesetzt. Die hämatopoetische Nachkommenschaft wurde nach  









 Zellen sortiert und in den LTC-IC, NK-IC sowie CFC Ansatz überführt 
(Abb. 23). Die für diesen Versuch ermittelten und gegenübergestellten Daten wurden in 
unterschiedlichen Versuchsreihen und Vorversuchen unabhängig voneinander gewonnen. Die 
Signifikanzen wurde folglich mit Hilfe des ungepaarten, zweiseitigen t-Tests berechnet. 
Die Expansion der CD45
+
 Fraktion war durch die Zugabe von EGF und FGF (10 ng/ml oder 
EGM-2 Zusätze) um das 3 bis 4-fache von im Mittel 2.226 ± 583-fach auf 654 ± 95-fach 





Subpopulation wurden ohne Zugabe von EGF und FGF ermittelt (230 ± 187-fach zu  
47,5 ± 11,5-fach, n=6/8, Abb. 23B). 
Keinen messbaren Einfluss hatte die Zugabe von EGF und FGF auf die LTC-IC Expansion 
(Min: 2,2 ± 0,45-fach; Max: 4,9 ± 2,2-fach; Abb. 23 C; n=10/7/8). Die Wachstumsfaktoren 
aus dem EGM-2 Medium wirkten zudem hemmend auf die Expansion von NK-ICs  
(0,4 ± 0,2-fach), wohingegen 10 ng/ml EGF und FGF keinen signifikanten Einfluss hatten (im 
Mittel: 7,7 ± 2,3-fach, n=10/5; Abb. 23D). Nachteilig wirkt sich die Zugabe von EGF und 










 Zellfraktion aus (von 96,9 ± 50,5-fach auf im Mittel 13 ± 4,5-fach, n=6/5; 
Abb. 23E). 
Die Wachstumsfaktoren EGF und FGF mit einer Konzentration von 10 ng/ml haben den 







) sowie das Koloniebildungspotential nach 14-tägiger Kokultur mit 
Zellen der Stromazelllinie AFT024. Die Zugabe der Wachstumsfaktoren vom EGM-2 
Medium führte zusätzlich zu einer starken Reduktion von Zellen mit NK-Zell Potential, 
wohingegen die Expansion von Zellen mit LTC-IC Potential unbeeinträchtigt ist. 
Da für die Kultivierung endothelialer Stromazellen eine Zugabe der Wachstumsfaktoren EGF 
und FGF unerlässlich ist (vgl. Medientest Abschnitt 3.5.2), wurden dem Kokulturmedium in 
den nachfolgenden Versuchen 10 ng/ml EGF sowie FGF zugesetzt. Von einer Wiederholung 
der vorhergehenden Kokulturversuche mit endothelialen Stromazellen wurde aus Zeit und 
Kostengründen abgesehen, da die Selektion besserer Kulturbedingungen zur Expansion 
primitiver HSVZ im direkten Vergleich zur AFT024 Kontrolle durchgeführt wurde und eine 





Abb. 23: Einfluss von EGF und FGF auf die Expansion von HSVZ 
 (A) Nach 14-tägiger Kokultur mit der murine Stromazelllinie AFT024 wurde die Expansion der 
CD45
+













Zellen wurde an Tag 14 durchflusszytometrisch isoliert und in 
den LTC-IC, NK-IC und CFC Ansatz eingebracht. Berechnete Expansion von Zellen mit LTC-IC und 













 Population. (Mittelwerte ± SEM; Die Zahlen über den 






3.7. Expansion von HSVZ in Kokultur mit plazentalen und AGM 
Stromazellen 
Sowohl die mesenchymalen als auch endothelialen humane Stromazellen für die 
vorhergehenden Versuche wurden aus adultem oder postnatalem Gewebe angezogen. 
Während der embryonalen Entwicklung werden weitere Gewebe beschrieben, die eine 
Neubildung (de novo) bzw. eine starke Expansion hämatopoetischer Stammzellen 
unterstützen und bei denen eine Beteiligung sowohl endothelialer als auch mesenchymaler 
Stromazellen diskutiert wird. Hier besonders zu nennen sind die AGM-Region (nur de novo) 
sowie das vaskuläre System in der Plazenta (de novo und Expansion) (Morrison et al., 1995; 
Medvinsky und Dzierzak, 1996; Sanchez et al., 1996; Ottersbach und Dzierzak, 2005). 
Inwiefern humane Stromazellen aus der Plazenta oder AGM einen Erhalt bzw. eine 
Expansion multipotenter HSVZ ermöglichen, sollte im nachfolgenden Abschnitt analysiert 
werden. Hierzu wurden plazentale endotheliale (engl. placental-derived vein endothelial cell; 
kurz PLVEC) sowie mesenchymale Stromazellen gemeinsam in Kooperation mit dem Institut 
für Medizinische Biotechnologie unter der Leitung von Prof. Dr. E. Winterhager angezogen 
(siehe 2.2.1.6). Stromazellen aus der humanen AGM Region wurden von Dr. Bing Liu aus 
dem Institut für „Basic Medical Science“ in Peking, China, zur Verfügung gestellt. 
3.7.1. Charakterisierung von plazentalen und AGM Stromazellen 
Die durchflusszytometrische und funktionelle Charakterisierung der plazentalen und AGM 
Stromazellen erfolgte in Analogie zu den vorhergehenden Versuchen in Abschnitt 3.4.1 und 
3.5.1. 
Die primären Stromazellen aus der Plazenta und AGM waren bei vollständiger Konfluenz 
morphologisch sehr heterogen bzgl. der Größe, der Ausprägung/Länge von Ausläufern und 
der Anordnung der Zellen zueinander (Abb. 25, Phase). Einige Stromazellen waren bipolar, 
spindelförmig und parallel angeordnet (Planzenta 2 und 3). Stromazellen aus der AGM (Klon 
8 und 24) wuchsen hingegen in Form von Kolonien (Abb. 25, Phase). Die Zellen aus der 
AGM (Klon 25) wiesen nur kurze Filopodien auf und wuchsen Kopfsteinpflaster-ähnlich 
angeordnete, wie es häufig bei endothelialen Zellen zu beobachten ist (Abb. 25, Phase). 
Stromazellen aus der Plazenta sowie der AGM exprimierten weder die Oberflächenmarker 
CD14, CD31, CD34 noch CD45 (Abb. 24). Ebenso exprimierten alle plazentalen 
Stromazellen die in der Literatur für MSZ beschriebenen Oberflächenantigene CD44, CD73, 
CD90, CD105 und CD146, was darauf schließen lässt, dass es sich um mesenchymale 
Stromazellen handelt (Abb. 24). Alle AGM Stromazellen präsentierten die 




Diskriminierung mesenchymaler und endothelialer Stromazellen verwendete 
Oberflächenantigen CD90 wurde von dem AGM-Stromazellklon 25 nicht exprimiert  
(Abb. 24). Bei den beiden AGM-Stromazellklonen 8 und 23 wies nur eine kleine 
Subpopulation der Zellen die Expression des Antigens CD90 auf (Abb. 24). Das Integrin 
CD49f, das mutmaßlich auf primitiveren mesenchymalen Stramm-/Stromazellen exprimiert 
wird (Yu et al., 2012) wurde im Vergleich zu mesenchymalen Stromazellen aus dem 
Knochenmark (KM MNZ A: MFI 0,77; KM MNZ B: MFI 0,66; siehe Abb. 14) auf 
plazentalen MSZ und AGM Stromazellen etwa 18 bis 42-fach stärker exprimiert (MFI 11,7 
bis 27,4; Abb. 24). 
 
Abb. 24: Durchflusszytometrische Charakterisierung mesenchymaler Stromazellen 
Durchflusszytometrische Charakterisierung primärer humaner mesenchymalen Stromazellen aus der 
Plazenta und AGM (P = Passage; weiß = Isotyp-Kontrolle; schwarz = Fluoreszenzintensität; MFI: 
mittlere Fluoreszenzintensität). 
 
Die Frequenz analysierter MSZ mit dem Potential zur Differenzierung in Osteoblasten, 
Adipozyten und Chondrozyten war sehr unterschiedlich. Stromazellen aus der AGM (Klon 8 
und 24) wiesen keine Zellen mit osteogenem Differenzierungspotential auf (Abb. 25, Osteo). 
Bei den plazentalen MSZ sowie Stromazellen der AGM Klon 25 hingegen wurde eine 
intensive Alizarinrot Färbung mikroskopisch beobachtet, was auf eine hohe Frequenz 





Zellen mit adipogenem Differenzierungspotential wurden bei allen Stromazelllinien bis auf 
der Plazenta 3 ermittelt (Abb. 25, Adipo). Die niedrigste Frequenz (5-10 %) mesenchymaler 
Zellen mit Triglycerid-Vesikeln, die mit Oil-Red-O rot angefärbt wurden, wurde bei der 
Plazenta 4 gefunden (Abb. 25, Adipo). 
Die Chondrosphären der Plazenta 3 sowie der AGM Klon 25 waren im Durchmesser  
200-400 µm groß und wiesen Regionen mit sehr hoher Zelldichte und intensiver Alzian Blau 
Färbung auf, was auf einen hohen Anteil von Zellen mit chondrogenem 
Differenzierungspotential zurück zu führen ist (Abb. 25, Chondro). Die Stromazellen der 
AGM Klon 8 und Klon 24 bildeten bei gleicher Zellzahl Chondrosphären von etwa  
100-200 µm Durchmesser und waren in manchen Regionen stark blau angefärbt. Die 
Zelldichte in den Chondrosphären der Plazenta 2 war stellenweise sehr gering, was zur 
Fragmentierung der Sphären beim Einfrier- und Schneidevorgang führte. Die MSZ aus der 
Plazenta 4 bildeten die kleinesten Chondrosphären mit einem Durchmesser von 50-100 µm 
(Abb. 25, Chondro).  
 
Abb. 25: Morphologische und funktionelle Analysen mesenchymaler Stromazellen 
Phase: Phasenkontrastaufnahme von konfluent gewachsenen primären humanen mesenchymalen 
Stromazellen. Osteo: Calciumnachweis mit Alizarinrot bei osteogen differenzierten mesenchymalen 
Stromazellen. Adipo: Einlagerung des lipophilen, rot färbenden Azofarbstoffs Oil Red O in die 
Triglycerid-Vesikel bei adipogen differenzierten MSZ. Chondro: Nachweis von Glykosaminoglykanen 








Die isolierten und kultivierten endothelialen Zellen aus der Plazenta waren sehr homogen 
bzgl. ihrer Größe und Morphologie (Abb. 27). Große, stark granuläre Zellen mit mehreren 
Kernen (poly-nukleär), die aufgrund von Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe als seneszent 
bzw. differenziert angesehen werden (Doktorarbeit Liska Horsch), wurden kaum beobachtet.  
Alle plazentalen Endothelzellen exprimierten die Oberflächenantigene CD31, CD73, CD105, 
CD144 sowie den VEGF-R2 und banden das Lektin Ulex (Abb. 26). Die Expressionsstärke 
(MFI = mean fluorescence intensity) der Oberflächenantigene CD31, CD73 und CD105 wies 
im Vergleich zu den HUVEC und ECFC (vgl. Abb. 18) vergleichsweise geringfügige 
Unterschiede auf. Die stärkste Expression von CD31 wurde auf den Zellen der PLVEC 4 
(MFI 64,5) und die geringste auf Zellen der PLVEC 1.4 (MFI 36,6) gemessen (Abb. 26). Die 
Oberflächenantigene CD15, CD45 und CD90 wurden nicht auf den endothelialen 
Stromazellen exprimiert (Abb. 26). 
 
Abb. 26: Durchflusszytometrische Charakterisierung endothelialer Stromazellen 
Durchflusszytometrische Charakterisierung primärer humaner endothelialer Stromazellen, die aus der 
Plazenta angezogen worden sind. (P = Passage; weiß = Isotyp-Kontrolle; schwarz = 
Fluoreszenzintensität; MFI: mittlere Fluoreszenzintensität). 
 













 plazentaler Endothelzellen die Expression der Antigene 
CD34 sowie CD44 analysiert. Eine heterogene Verteilung der Oberflächenexpression von 
CD44 war in keiner der untersuchten endothelialen Stromazelllinien nachweisbar (Abb. 26). 
CD34 wurde bei allen getesteten endothelialen Zellen von einer Subpopulation von Zellen 
exprimiert. Die größte Population CD34
+
 Zellen fand sich bei den PLVEC 1.4 (4,78 %), 
wohingegen nur wenige Zellen der PLVEC 3 (1,19 %) das Antigen exprimierten (Abb. 26). 










Die Analyse weiterer endothelspezifischer Eigenschaften ergab, dass alle angezogenen 
plazentalen endothelialen Stromazellen das Lipoprotein acLDL aufnehmen können, welches 
nach Endozytose perinukleär und zytoplasmatisch in Vesikeln lokalisiert ist (Abb. 27, AcLDL 
Aufnahme). Zudem wurde in allen Stromazellen das Protein vWF in den stabförmigen 
Weibel-Palade Körperchen mikroskopisch detektiert (Abb. 27, vWF). Weiterhin bildeten die 
plazentalen Endothelzellen im Matrigel Ansatz tubulärartige Strukturen (tubes) mit mehreren 
Verzweigungspunkten (branching points) und Schleifen (loops) aus (Abb. 27, Matrigel). 
 




von konfluent gewachsenen 
primären humanen endothelialen 
Stromazellen (Maßstabsbalken = 20 
µm).  
AcLDL Aufnahme: Endozytose 
von fluoreszenzmarkiertem lipo-
philem DiI acLDL (rot, Maßstabs-
balken = 10 µm).  
vWF: Intrazelluläre fluorochrom-
konjugierte Antikörperfärbung des 
Proteins von-Willebrand-Faktor 
(vWF) in den Weibel-Palade-
Körperchen (vWF = grün; Kern = 
blau; Maßstabsbalken = 10 µm). 
Matrigel: Bildung von tubulären bzw. Gefäß-ähnliche Strukturen (engl. „tube-formation“) im 
Matrigel Ansatz (Maßstabbalken = 100 µm). 
 
Alle isolierten Stromazellen aus der Plazenta wiesen sowohl phänotypisch als auch 
funktionell Eigenschaften endothelialer bzw. mesenchymaler Stromazellen auf und wurden 
nachfolgende für Kokulturversuche mit hämatopoetischen Zellen verwendet (siehe  
Abschnitt 3.7.2). Die genaue Qualität der AGM Stromazellen ist weiterhin unklar, da sie nicht 
den Oberflächenmarker CD31 (Endothel) exprimieren und nur auf einer Subpopulation CD90 
(MSZ) detektiert wurde. Alle AGM Linien wiesen Zellen mit der Fähigkeit zur Adipogenese 
und Chondrogenese auf, wohingegen Zellen mit osteogenem Differenzierungspotential nur 







3.7.2. Kokultur von HSVZ mit plazentalen und AGM Stromazellen 




 HSVZ mit primären humanen endothelialen und 
mesenchymalen Stromazellen aus der Plazenta und Zellen aus der AGM erfolgte in Analogie 
zu den vorhergehenden Kokulturversuchen. Entsprechend der vorhergehenden Befunde (siehe 
Abschnitte 3.5.2 und 3.6) wurde als Kokulturmedium IMDM10 mit den Wachstumsfaktoren 
EGF und FGF mit einer Konzentration von 10 µg/ml verwendet. Nach der 14-tägigen 
Kokultur wurde die hämatopoetische Nachkommenschaft geerntet und 
durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 28, Tab. 33). 
In Kokultur mit primären humanen endothelialen und mesenchymalen Stromazellen aus der 



















 Population lag in allen Kokulturen mit den humanen Stromazellen 
signifikant unter der AFT024 Referenz (133
+
: 17,6 ± 1,65%, n=5; 133
low
: 18,0 ± 2,43%, n=5, 




 Zellen wurde in Kokultur mit Zellen der 




 Fraktion mit Zellen der 
PLVEC 2.3 (4,64 ± 0,97%, n=5, Tab. 33) ermittelt. Bis zu 20% der gesamten 
hämatopoetischen Nachkommenschaft in Kokultur mit endothelialen Stromazellen aus der 




 Fraktion, die aufgrund der vorhergehenden 
funktionellen Analysen nicht von Relevanz waren und weiter untersucht wurden (Abb. 28). 
 
Abb. 28: Durchlusszytometrische Analyse der HSVZ in Kokultur mit plazentalen und AGM 
Stromazellen 




 Zellen nach 14-tägiger 
Kokultur mit primären humanen plazentalen und AGM Stromazellen. Darstellung repräsentativer 

























V1 2,92% 19,6% 3,83% 3,12% 4,33% 1,11% 2,58% 0,56% 2,87% 4,01% 4,97% 
V2 1,86% 21,4% 2,52% 2,16% 3,20% 0,86% 2,62% 0,64% 1,78% 2,41% 2,58% 
V3 2,74% 12,2% 2,26% 1,47% 2,53% 2,47% 1,40% 0,78% 2,37% 2,46% 1,81% 
V4 2,83% 15,7% 3,36% 3,49% 4,20% 0,68% 3,06% 0,66% 3,74% 3,56% 4,04% 
V5 3,28% 19,2% 3,92% 4,45% 5,20% 0,83% 2,41% 0,90% 5,98% 2,36% 4,90% 
            
MW 2,73% 17,6% 3,18% 2,94% 3,89% 1,19% 2,41% 0,71% 3,35% 2,96% 3,66% 
SEM 0,23% 1,65% 0,34% 0,52% 0,47% 0,33% 0,28% 0,06% 0,73% 0,35% 0,63% 
            
p (S) - 0,001 0,133 0,637 0,032 0,018 0,450 0,001 0,331 0,560 0,144 














V1 0,72% 18,3% 3,83% 8,47% 1,49% 1,70% 0,69% 3,48% 2,87% 1,55% 0,89% 
V2 0,69% 15,3% 1,80% 4,10% 1,54% 2,06% 0,69% 1,24% 2,66% 0,92% 0,99% 
V3 0,60% 10,6% 2,11% 3,81% 2,11% 2,36% 0,72% 1,60% 2,97% 1,75% 1,18% 
V4 1,30% 24,9% 2,04% 3,31% 2,05% 2,31% 1,99% 2,06% 1,84% 2,34% 1,60% 
V5 0,70% 20,9% 2,49% 3,53% 2,07% 2,50% 1,37% 3,34% 4,10% 3,05% 3,04% 
            
MW 0,80% 18,0% 2,45% 4,64% 1,85% 2,19% 1,09% 2,34% 2,89% 1,92% 1,54% 
SEM 0,13% 2,43% 0,36% 0,97% 0,14% 0,14% 0,26% 0,46% 0,36% 0,36% 0,39% 
            
p (S) - 0,002 0,015 0,019 0,003 0,001 0,150 0,032 0,011 0,032 0,143 
p (A) - - 0,003* 0,008* 0,003* 0,003* 0,002* 0,002* 0,004* 0,002* 0,002* 
Abkürzungen: Sus = Suspension; PL = PLVEC; Pla = MSZ aus der Plazenta; MW = Mittelwert;  
p (S) = Signifikanz-berechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanz-berechnung im 
Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 werden fett gedruckt 
dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 signifikant höher ist der 
Signifikanzwert mit einem *-Symbol markiert. 
 











 Population nachgewiesen (Abb. 22A, Tab. 30). Eine statistisch signifikante 
Steigerung der Expansion von CD45
+
 Zellen wurde im Vergleich zur Kontrolle  
(410,43 ± 74,9-fach, n=5) in Anwesenheit von Zellen der PLVEC 1.4 (799,84 ± 179,78-fach, 
n=5) ermittelt (Abb. 29A, Tab. 34). 





 Population wurde in Kokultur mit keiner der plazentalen oder 





wies bei den humanen Stromazellen die Kultur mit Zellen der PLVEC 4 auf  





 Fraktion expandierte im Vergleich zu den humanen Linien in allen 
Versuchsreihen immer stärker auf Zellen der murinen Stromazelllinie AFT024  






















 Fraktion in Kokultur 






PL 1.4 PL 2.3 PL 4 Pla 2 Pla 3 Pla 4 AGM 8 AGM24 AGM25 
V1 40,06 242,71 364,69 319,48 428,17 159,03 405,00 659,27 163,18 117,36 125,31 
V2 257,57 631,74 1373,3 1955,3 1183,3 2146,6 764,99 1906,7 433,97 502,69 349,26 
V3 133,37 484,46 769,29 966,41 784,69 1482,1 371,58 957,63 238,14 339,75 318,97 
V4 169,14 450,20 992,40 983,82 1657,5 892,60 1282,4 2427,1 506,76 430,80 490,50 
V5 92,08 243,02 499,50 398,34 518,90 810,90 781,04 809,94 279,48 400,66 237,78 
            
MW 138,44 410,43 799,84 924,68 914,53 1098,2 721,01 1352,1 324,31 358,25 304,36 
SEM 36,73 74,90 179,78 292,48 227,40 335,68 164,73 345,90 63,53 65,69 60,57 
            
p (S) - 0,003 0,010 0,038 0,018 0,034 0,019 0,019 0,011 0,005 0,018 







PL 1.4 PL 2.3 PL 4 Pla 2 Pla 3 Pla 4 AGM 8 AGM24 AGM25 
V1 1,17 47,67 13,98 9,96 18,54 1,76 10,44 3,69 4,69 4,71 6,23 
V2 4,80 135,72 34,66 42,17 37,86 18,41 20,04 12,19 7,73 12,09 9,02 
V3 3,66 59,36 17,41 14,17 19,83 36,66 5,19 7,43 5,65 8,35 5,78 
V4 4,78 70,76 33,38 34,32 69,56 6,08 39,20 16,14 18,94 15,34 19,84 
V5 3,02 46,82 19,60 17,72 27,00 6,76 18,86 7,32 16,70 9,46 11,64 
            
MW 3,49 72,07 23,81 23,67 34,56 13,93 18,75 9,35 10,74 9,99 10,50 
SEM 0,67 16,50 4,27 6,20 9,40 6,32 5,80 2,17 2,95 1,79 2,56 
            
p (S) - 0,036 0,023 0,051 0,053 0,162 0,049 0,021 0,057 0,006 0,036 







PL 1.4 PL 2.3 PL 4 Pla 2 Pla 3 Pla 4 AGM 8 AGM24 AGM25 
V1 0,29 44,41 13,98 27,06 6,38 2,71 2,78 22,95 4,69 1,82 1,12 
V2 1,77 97,16 24,66 80,15 18,27 44,16 5,28 23,57 11,56 4,63 3,46 
V3 0,80 51,49 16,21 36,81 16,52 35,05 2,66 15,31 7,07 5,93 3,76 
V4 2,20 112,44 20,26 32,56 33,94 20,64 25,56 49,96 9,30 10,06 7,86 
V5 0,64 50,82 12,44 14,08 10,74 20,26 10,70 27,02 11,46 12,22 7,22 
            
MW 1,14 71,26 17,51 38,13 17,17 24,56 9,40 27,76 8,82 6,93 4,68 
SEM 0,36 13,96 2,22 11,18 4,69 7,09 4,30 5,87 1,32 1,87 1,26 
            
p (S) - 0,007 0,001 0,028 0,021 0,028 0,111 0,009 0,003 0,032 0,034 
p (A) - - 0,011* 0,055 0,006* 0,022* 0,006* 0,014* 0,009* 0,009* 0,008* 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension; PL = PLVEC;  
Pla = MSZ aus der Plazenta; MW = Mittelwert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur 
Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); 
Signifikanzen p<0,05 werden fett gedruckt dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit 
der AFT024 signifikant höher, ist der Signifikanzwert mit einem *-Symbol markiert. 
 




 Zellen im LTC-IC Ansatz ergab, dass in 28 von 50 
Ansätzen kein Erhalt (Faktor < 1) von Zellen mit LTC-IC Potential ermöglicht wurde. In 
Kokultur mit den PLVEC wurde eine reproduzierbare Expansion von LTC-ICs detektiert. Die 




 Zellen mit LTC-IC Potential wurde auf 
Zellen der PLVEC 1.4 nachgewiesen (4,25 ± 2,51-fach, n=5, Abb. 29B, Tab. 35). 
Eine Expansion von Zellen mit NK-IC Potential fand in Kokultur mit allen getesteten 





Zellen mit NK-IC Potential konnten im Vergleich zur AFT024 (11,46 ± 5,20-fach, n=5,  
Tab. 35) in Kokultur mit endothelialen Zellen aus der Plazenta ermittelt werden (PLVEC 1.4: 














V1 0,02 0,00 0,08 0,50 0,00 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00 0,03 
V2 0,16 2,90 1,59 3,61 2,31 1,21 0,45 0,37 0,17 0,13 1,12 
V3 0,39 3,52 1,22 1,99 2,39 3,04 0,29 1,22 0,00 0,35 0,65 
V4 0,13 0,97 13,88 4,79 10,86 2,12 1,66 5,91 0,84 0,62 2,69 
V5 0,00 0,71 4,51 1,12 2,57 0,40 1,08 1,09 0,88 0,17 0,59 
            
MW 0,14 1,62 4,25 2,40 3,63 1,35 0,71 1,72 0,38 0,26 1,02 
SEM 0,07 0,68 2,51 0,79 1,87 0,56 0,29 1,07 0,20 0,11 0,45 
            
p (S) - 0,074 0,179 0,044 0,135 0,070 0,142 0,215 0,376 0,323 0,123 









V1 0,26 1,37 5,09 5,18 12,16 1,33 4,23 1,15 0,98 1,61 1,70 
V2 4,32 28,05 20,04 20,46 22,99 10,04 5,35 10,50 4,88 5,34 2,40 
V3 0,95 19,29 6,37 8,16 9,79 19,05 2,41 6,95 2,52 2,26 1,88 
V4 1,01 4,62 6,59 8,79 8,73 0,58 4,92 3,65 1,68 1,29 2,09 
V5 0,80 3,97 3,99 8,34 7,61 4,62 6,10 5,59 4,60 3,26 2,00 
            
MW 1,47 11,46 8,41 10,19 12,26 7,12 4,60 5,57 2,93 2,75 2,01 
SEM 0,72 5,20 2,94 2,65 2,79 3,42 0,63 1,57 0,78 0,73 0,12 
            
p (S) - 0,096 0,036 0,011 0,007 0,161 0,018 0,016 0,075 0,021 0,431 
p (A) - - 0,393 0,723 0,836 0,285 0,271 0,197 0,151 0,136 0,139 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension; PL = PLVEC;  
Pla = MSZ aus der Plazenta; MW = Mittelwert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur 
Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); 
Signifikanzen p<0,05 werden fett gedruckt dargestellt. 
 









 Fraktion durchgeführt (Abb. 29D, Tab. 36). Die Frequenz 




 Fraktion nach Kokultur mit plazentalen und 
AGM Stromazellen war in allen Versuchen im Vergleich zu frisch isolierten HSVZ bis zu  





 Fraktion ist die Frequenz koloniebildende Zellen in Kokultur mit den 
verschiedenen humanen Stromazellen sehr unterschiedlich. In Kokultur mit plazentalen 




 Zellen CFC Potential 
auf (n=5, Tab. 36). Hingegen lag die Frequenz koloniebildender auf Zellen der AGM bei  
5,07 ± 1,59 % bis 13,37 ± 2,99 % (n=5, Tab. 36). 




 Zellen mit Koloniebildungspotential als mit 
AFT024 Referenz (17,92 ± 3,53-fach, n=5, Abb. 29D, Tab. 36) wurde in der Kulturen mit 
plazentalen Endothelzellen bestimmt. Im Vergleich zur Kontrolle wurde sowohl mit Zellen 
der PLVEC 1.4 (12,31 ± 1,66-fach, n=5, Abb. 29D, Tab. 36) als auch der PLVEC 4  





 Zellen mit CFC Potential detektiert. 




 Zellen mit CFC Potential wurde in 24 von 45 








 HSVZ in Kokultur mit den humanen 
Stromazellen lag 3 bis 10-fach unter der ermittelten Expansion für die AFT024  
(11,14 ± 2,44-fach, n=5, Abb. 29D, Tab. 36). Die im Mittel stärkste Expansion wurde die 
Kokultur mit Zellen der Plazenta 4 gefunden (4,32 ± 1,61-fach, n=5, Abb. 29D, Tab. 36). 









in Kokultur mit plazentalen und AGM Stromazellen 
CD 
133+ 





V1 10,5% 9,75% 14,5% 14,0% 15,0% 16,85% 12,50% 14,50% 13,00% 17,50% 16,00% 
V2 13,0% 4,50% 9,00 12,0% 14,5% 9,50% 11,00% 13,00% 9,50% 12,50% 13,00% 
V3 16,5% 7,25% 13,5% 15,5% 15,0% 13,50% 13,00% 15,00% 18,00% 16,00% 15,00% 
V4 9,67% 4,00% 11,6% 11,0% 16,0% 19,69% 8,00% 21,00% 16,33% 13,00% 16,00% 
V5 10,0% 3,50% 10,3% 9,00% 12,0% 9,50% 8,00% 6,33% 8,33% 6,00% 9,67% 
            
MW 11,9% 5,80% 11,8% 12,3% 14,5% 13,81% 10,50% 13,97% 13,03% 13,00% 13,93% 
SEM 1,28% 1,18% 1,00% 1,14% 0,67% 2,01% 1,07% 2,35% 1,87% 1,98% 1,20% 
            
p (S) - 0,015 0,933 0,706 0,128 0,524 0,192 0,484 0,566 0,601 0,285 









V1 0,00% 3,25% 4,30% 3,16% 1,00% 0,00% 4,00% 2,70% 2,08% 15,38% 19,35% 
V2 0,00% 2,50% 1,00% 0,00% 1,50% 3,08% 3,00% 2,00% 2,50% 0,50% 6,50% 
V3 4,00% 8,50% 3,00% 1,00% 1,22% 7,14% 3,00% 5,50% 9,22% 16,95% 8,00% 
V4 1,67% 4,50% 0,00% 1,00% 0,67% 0,90% 9,00% 5,91% 8,67% 4,00% 21,33% 
V5 7,67% 4,50% 0,00% 0,00% 0,68% 0,00% 3,67% 4,30% 2,86% 7,00% 11,65% 
            
MW 2,67% 4,65% 1,66% 1,03% 1,01% 2,22% 4,53% 4,08% 5,07% 8,77% 13,37% 
SEM 1,45% 1,04% 0,86% 0,58% 0,16% 1,35% 1,13% 0,76% 1,59% 3,20% 2,99% 
            
p (S) - 0,211 0,635 0,415 0,342 0,833 0,399 0,331 0,300 0,143 0,042 









V1 0,56 21,32 9,30 6,40 12,76 1,36 5,99 2,45 2,80 3,78 4,57 
V2 2,86 28,02 14,31 23,21 25,18 8,02 10,11 7,27 3,37 6,93 5,38 
V3 2,77 19,74 10,78 0,00 13,64 22,70 3,09 5,11 4,67 6,13 3,98 
V4 2,12 12,98 17,86 0,00 51,05 5,49 14,39 15,55 14,19 9,15 14,56 
V5 1,39 7,52 9,29 7,32 14,86 2,95 6,92 2,13 6,38 2,60 5,16 
            
MW 1,94 17,92 12,31 7,38 23,50 8,10 8,10 6,50 6,28 5,72 6,73 
SEM 0,43 3,53 1,66 4,25 7,24 3,82 1,93 2,45 2,07 1,16 1,97 
            
p (S) - 0,009 0,002 0,261 0,039 0,155 0,032 0,118 0,103 0,016 0,073 









V1 0,00 5,15 2,15 3,05 0,23 0,00 0,40 2,22 0,35 1,00 0,77 
V2 0,00 8,68 0,88 0,00 0,98 4,85 0,57 1,68 1,03 0,08 0,80 
V3 0,11 15,63 1,74 1,31 0,72 8,94 0,29 3,01 2,33 3,59 1,07 
V4 0,13 18,07 0,00 1,16 0,81 0,66 8,22 10,54 2,88 1,44 5,99 
V5 0,18 8,17 0,00 0,00 0,26 0,00 1,40 4,15 1,17 3,06 3,00 
            
MW 0,08 11,14 0,95 1,11 0,60 2,89 2,17 4,32 1,55 1,83 2,33 
SEM 0,04 2,44 0,44 0,56 0,15 1,76 1,52 1,61 0,46 0,65 1,00 
            
p (S) - 0,010 0,134 0,151 0,033 0,187 0,239 0,056 0,029 0,049 0,084 
p (A) - - 0,018* 0,018* 0,011* 0,026* 0,008* 0,016* 0,008* 0,016* 0,011* 
Alle Werte sind in % und als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension;  
PL = PLVEC; Pla = MSZ aus der Plazenta; MW = Mittelwert; p (S) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, 
gepaart); Signifikanzen p<0,05 werden fett gedruckt dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension 










im CFC Ansatz CFU-G, CFU-M sowie CFU-GM Kolonien hervor (Abb. 29E, Tab. 62, n=5). 
CD133
+
 Zellen mit erythrozytärem (BFU-E) oder erythro-myeloischem (CFU-MIX) 
Differenzierungspotential wurden in 13 von 55 Ansätzen detektiert. In der Kokultur mit 
mesenchymalen Stromazellen der Plazenta 2 wurden in drei von fünf Experimenten Zellen 




 Fraktion detektiert  
(Abb. 29E, Tab. 62, n=5). Die im Mittel auffällig hohe Frequenz CD133
+
 Zellen mit 
erythrozytärem Potential ist maßgeblich auf einen Einzelwert zurückzuführen (Versuch 3), 





 Zellen wiesen BFU-E, CFU-G, CFU-GM und CFU-M 
Potential auf (Abb. 29F, Tab. 63, n=5). Zellen mit erythrozytärem und/oder erythro-
myeloischem Differenzierungspotential wurden auch hier nicht reproduzierbar detektiert 
(Abb. 29F, Tab. 63, n=5). 
Den Daten zufolge ermöglichte die Kokultur plazentaler und AGM Stromazellen einen Erhalt 










 Population enthalten. Ein reproduzierbarer Erhalt multipotenter HSVZ 
wurde in Kokultur mit keiner der plazentalen oder AGM Stromazelllinien unterstützt. 
Einen reproduzierbaren Erhalt bzw. eine stärkere Expansion von Zellen mit LTC-IC, NK-IC 
und CFC Potential als die AFT024 ermöglichten insbesondere Zellen der Stromazelllinien 
PLVEC 1.4 und PLVEC 4. Mit der mesenchymalen Stromazelllinie aus der Plazenta 2 wurde 
nicht weiter gearbeitet, da die vergleichsweise hohen Mittelwerte bei der Expansion 














Abb. 29: Expansion von HSVZ, LTC-ICs, NK-ICs und CFCs in Kokultur mit plazentalen 
und AGM Stromazellen 
Graphische Darstellung der Werte aus Tab. 34, Tab. 35, Tab. 36, Tab. 62 und Tab. 63 (A) Nach  
14-tägiger Kokultur mit Zellen primärer humaner plazentaler und AGM Stromazellen, Zellen der 
murinen Zelllinie AFT024 und in Suspension wurde die Expansion hämatopoetischer Subpopulationen 




 wurden an Tag 14 
durchflusszytometrisch isoliert, in funktionelle Analysen überführt und die Expansion von Zellen mit 
LTC-IC, NK-IC und CFC Potential experimentell ermittelt Im CFC-Ansatz wurden 5 verschiedene 
Kolonietypen morphologisch unterschieden: CFU-MIX, BFU-E, CFU-G, CFU-GM und CFU-M. 
(Mittelwerte ± SEM). Die Zahlen über den Balken repräsentieren die Anzahl der CFC Ansätze mit 






3.8. Kokultur von HSVZ mit endothelialen und mesenchymalen 
Stromazellen 
Die in vivo Stammzellnische im Knochenmark ist aus unterschiedlichen Zellentitäten wie z.B. 
endothelialen/sinosoidalen Zellen, MSZ, Makrophagen, Osteoblasten etc. aufgebaut, die 
synergistisch und wechselseitig ein Mikromilieu zum Erhalt bzw. Bedarf zur Expansion der 
HSVZ bereitstellen (Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003). Folglich stellte sich die Frage, ob 
die Verwendung von MSC in Kombination mit endothelialen Stromazellen in einer 
sogenannten Tripel-Kultur, eine Expansion bzw. einen Erhalt multipotenter HSVZ 
ermöglicht. 
Für die Tripel-Kultur wurden jeweils zwei endotheliale und mesenchymale humane 
Stromazelllinien ausgewählt, die in den Vorversuchen im Vergleich zur AFT024 eine stärkere 
bzw. vergleichbare Expansion oder einen Erhalt primitiver HSVZ unterstützten. Bei den 
mesenchymalen Stromazelllinien wurde die Linie MSZ KM MNZ B sowie die  
MSZ KM Fett 7/5 ausgewählt. Von den endothelialen Stromazelllinien wurde die Linie 
HUVEC F und ECFC 4D selektioniert. Die Stromazellen wurden jeweils einzeln (Kokultur) 
sowie in Kombination (Tripel-Kultur) für die nachfolgenden Versuche verwendet. 
Aufgrund der Verwendung primärer endothelialer Stromazellen für die Tripel-Kultur, wurden 
dem Kokulturmedium die Wachstumsfaktoren EGF und FGF (10 ng/ml) zugesetzt. Da die 
mesenchymalen Zellen gegenüber den Endothelzellen im Kokulturmedium IMDM10 mit 
EGF und FGF eine gesteigerte Proliferation aufweisen (Daten nicht dargestellt) und um das 
Verhältnis der beiden Zellentitäten möglichst im Gleichgewicht zu halten, wurden die 
endothelialen Stromazellen zu Beginn der Kokultur in einer 4-fach höheren Dichte als die 
MSZ ausgesäht. Die Kokultur bzw. Tripel-Kultur wurde anschließend in Analogie zu den 
vorhergehenden Versuchen durchgeführt. 
Nach der 14-tägigen Kokultur wurden die adhärenten Stromazellen gemeinsam mit der 
hämatopoetischen Nachkommenschaft geerntet und durchflusszytometrisch analysiert. In den 
Tripel-Kulturansätzen wurde zusätzlich zur Quantifizierung der hämatopoetischen 
Subpopulationen das Verhältnis der mesenchymalen und endothelialen Stromazellen 
zueinander durchflusszytometrisch ermittelt (Abb. 30A, Abb. 31A, Tab. 37, n=5). Bei der 
durchflusszytometrischen Analyse der CD45
-




















 Zellen detektiert, die keinem spezifischen Zelltyp zugeordnet werden 




In 11 von 20 Versuchen war der Anteil mesenchymaler Stromazellen höher (>55 %) als der 
Anteil endothelialer Zellen. In weiteren 5 von 20 Ansätzen war die Verteilung der beiden 
Zellentitäten ausgeglichen und in den übrigen 4 von 20 Experimenten wurden mehr 
endotheliale (>55 %) als mesenchymale Stromazellen detektiert. Das ausgewogenste und 
konstanteste Verhältnis von mesenchymalen und endothelialen Zellen wurde in der Tripel-
Kultur mit den MSZ KM Fett 7/5 (53,7 ± 7,3 %) und der HUVEC F (46,3 ± 6,1 %) ermittelt. 
Tab. 37: Berechnete Verhältnisse mesenchymaler und endothelialer Zellen nach Triple-Kultur 
% in 
CD45- 
MSZ MNC B + 
ECFC 4D 
MSZ MNC B + 
HUVEC F 
MSZ Fett 7/5 + 
ECFC 4D 
MSZ Fett 7/5 + 
HUVEC F 
 EZ MSZ EZ MSZ EZ MSZ EZ MSZ 
V1 18,9% 81,1% 30,6% 69,4% 71,4% 28,6% 53,1% 46,9% 
V2 11,7% 88,3% 15,2% 84,8% 42,3% 57,7% 28,3% 71,7% 
V3 11,3% 88,8% 7,1% 92,9% 31,2% 68,8% 39,1% 60,9% 
V4 50,6% 49,4% 70,3% 29,7% 55,2% 44,8% 64,9% 35,1% 
V5 52,8% 47,2% 81,0% 19,0% 62,5% 37,5% 47,6% 52,4% 
         
MW 28,2% 71,8% 42,1% 57,9% 52,2% 47,8% 46,3% 53,7% 
SEM 8,5% 11,1% 15,4% 14,1% 7,6% 8,4% 6,1% 7,3% 
Die dargestellten Werte entsprechen dem berechneten prozentualen Anteil mesenchymaler (MSZ) und 
endothelialer (EZ) Stromazellen in der CD45
-
 Zellfraktion (=100 %). 
 









 HSVZ in der hämatopoetischen Nachkommenschaft detektiert (Abb. 30B 
und C, Tab. 38). Die Frequenz der beiden Subpopulation lag anteilsmäßig deutlich unter den 
Werten der Kontrolle (133
+
: 18,54 ± 2,00 %; 133
low
: 25,10 ± 1,31 %; n=5, Tab. 38). Der im 




 Zellen an der gesamten hämatopoetischen 
Nachkommenschaft wurde in der Kokultur mit der MSZ KM MNZ B ermittelt (6,41 ± 0,91 




 Zellen wurde mit den MSZ KM Fett 
7/5 ermittelt (4,20 ± 1,15 %, n=5, Tab. 38). 






























F +  
MSZ 7/5 
V1 2,22% 21,68% 1,07% 2,37% 7,58% 2,43% 2,75% 3,72% 1,62% 3,07% 
V2 1,11% 12,17% 0,56% 0,49% 2,89% 1,48% 1,39% 1,83% 0,77% 1,69% 
V3 6,16% 16,54% 1,48% 1,85% 7,58% 3,51% 3,40% 3,80% 1,71% 2,48% 
V4 2,47% 23,57% 2,74% 3,66% 7,68% 4,60% 4,95% 5,43% 5,12% 5,45% 
V5 2,55% 18,72% 2,62% 3,25% 6,31% 8,78% 5,36% 6,50% 6,01% 3,91% 
           
MW 2,90% 18,54% 1,70% 2,32% 6,41% 4,16% 3,57% 4,26% 3,05% 3,32% 
SEM 0,85% 2,00% 0,43% 0,56% 0,91% 1,27% 0,73% 0,80% 1,05% 0,64% 
           
p (S) - 0,002 0,253 0,588 0,013 0,437 0,537 0,280 0,923 0,723 



































F +  
MSZ 7/5 
V1 0,70% 28,89% 0,17% 0,19% 1,24% 2,65% 5,95% 4,58% 1,42% 1,77% 
V2 0,64% 23,54% 0,73% 0,31% 2,89% 3,47% 4,64% 3,72% 1,29% 3,20% 
V3 1,44% 22,01% 0,26% 0,26% 1,53% 2,55% 3,67% 4,87% 0,78% 0,91% 
V4 0,77% 23,57% 0,63% 0,70% 1,56% 3,56% 2,16% 1,98% 1,40% 2,08% 
V5 0,82% 27,50% 0,65% 0,80% 2,80% 8,74% 2,31% 3,97% 1,16% 2,60% 
           
MW 0,87% 25,10% 0,49% 0,45% 2,00% 4,20% 3,75% 3,82% 1,21% 2,11% 
SEM 0,15% 1,31% 0,11% 0,12% 0,35% 1,15% 0,72% 0,50% 0,12% 0,39% 
           
p (S) - 0,001 0,013 0,114 0,055 0,049 0,019 0,003 0,262 0,073 
p (A) - - 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre Zellen aus den Knochenmark;  
MW = Mittelwert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension;  
p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen 
p<0,05 werden fett gedruckt dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 
signifikant höher ist der Signifikanzwert mit einem *-Symbol markiert. 
 
 
Abb. 30: Durchflusszytometrische Analyse der Stromazellen und hämatopoetischen 
Nachkommenschaft in der Tripel-Kultur 













) Stromazellen in der Tripel-Kultur nach 14 Tagen.  




 Zellen nach  
14-tägigerKokultur bzw. Tripel-Kultur mit mesenchymalen und endothelialen Stromazellen. 
















 Fraktion nachgewiesen (Abb. 31B, Tab. 39, n=5). Eine 
signifikant höhere Expansion der CD45
+
 Fraktion im Vergleich zur AFT024  
(243,1 ± 42,8-fach, n=5, Tab. 39) wurde mit Zellen der HUVEC F (389,64 ± 73,0-fach, n=5, 
Tab. 39), der MSZ KM MNZ B (558,0 ± 67,86-fach, n=5, Tab. 39) sowie der Kombination 





 Zellen war im Vergleich zur Kokultur und Tripel-Kultur auf 





 HSVZ in Kultur mit humanen Primärzellen wies die Kokultur mit Zellen der 
MSZ KM MNZ B auf (36,58 ± 7,90-fach, n=5, Tab. 39). 





 HSVZ im Vergleich zu allen Kokulturen mit humanen Stromazellen. Die im 




 HSVZ wurde in der Kokultur mit humane 
Primärzellen auf der MSZ KM Fett 7/5 (13,79 ± 2,47fach, n=5, Tab. 39) und in der Tripel-
Kultur aus der HUVEC F und MSZ KM MSZ B (13,67 ± 0,93-fach, n=5, Tab. 39) ermittelt. 
In keine der Tripel-Kulturen wurde im Vergleich zu den korrespondierenden Kokulturen eine 










 Zellen gefunden. 



































F +  
MSZ 7/5 
V1 285,60 178,60 212,20 201,00 734,74 394,00 281,40 316,00 208,00 278,00 
V2 97,00 154,60 192,00 314,00 532,00 359,20 265,80 302,00 164,00 258,00 
V3 45,80 195,80 260,00 465,40 641,80 292,80 289,40 305,40 289,00 441,40 
V4 239,80 377,52 359,20 628,40 554,00 603,00 620,80 811,00 488,60 511,74 
V5 131,98 309,00 194,80 339,40 327,44 195,40 300,54 295,82 300,82 389,06 
           
MW 160,04 243,10 243,64 389,64 558,00 368,88 351,59 406,04 290,08 375,64 
SEM 44,69 42,80 31,35 73,00 67,86 67,61 67,54 101,29 55,75 48,17 
           
p (S) - 0,182 0,148 0,063 0,004 0,019 0,037 0,052 0,102 0,033 

























F +  
MSZ 7/5 
V1 6,34 38,72 2,28 4,76 55,72 9,56 7,74 11,76 3,36 8,54 
V2 1,08 18,82 1,08 1,54 15,38 5,32 3,70 5,52 1,26 4,36 
V3 2,82 32,38 3,86 8,62 48,62 10,28 9,84 11,60 4,94 10,96 
V4 5,92 89,00 9,86 23,00 42,52 27,76 30,74 44,06 25,04 27,88 
V5 3,36 57,84 5,10 11,04 20,66 17,16 16,12 19,24 18,08 15,22 
           
MW 3,90 47,35 4,44 9,79 36,58 14,02 13,63 18,44 10,54 13,39 
SEM 0,99 12,16 1,52 3,68 7,90 3,93 4,73 6,77 4,67 4,03 
           
p (S) - 0,020 0,707 0,146 0,011 0,043 0,085 0,080 0,201 0,056 


































F +  
MSZ 7/5 
V1 2,00 51,60 0,36 0,38 9,08 10,46 16,74 14,46 2,96 4,92 
V2 0,62 36,40 1,40 0,96 15,38 12,48 12,34 11,24 2,12 8,26 
V3 0,66 43,10 0,68 1,20 9,80 7,48 10,62 14,86 2,24 4,00 
V4 1,84 88,98 2,28 4,38 8,62 21,46 13,44 16,06 6,84 10,64 
V5 1,08 84,96 1,26 2,72 9,18 17,08 6,94 11,74 3,50 10,12 
           
MW 1,24 61,01 1,20 1,93 10,41 13,79 12,02 13,67 3,53 7,59 
SEM 0,29 10,89 0,33 0,72 1,26 2,47 1,61 0,93 0,86 1,34 
           
p (S) - 0,005 0,921 0,381 0,003 0,006 0,002 0,001 0,033 0,009 
p (A) - - 0,005* 0,005* 0,013* 0,006* 0,013* 0,011* 0,005* 0,006* 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension;  
MNZ = Mononukleäre Zellen aus den Knochenmark; MW = Mittelwert;  
p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 werden fett gedruckt 
dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 signifikant höher ist der 
Signifikanzwert mit einem *-Symbol markiert. 
 





 Zellen nach der Kokultur durchflusszytometrisch sortiert und in den LTC-IC 
und NK-IC Ansatz überführt (Abb. 31C und D, Tab. 40, n=5). 




 Zellen mit LTC-IC Potential als 
mit der AFT024 (1,97 ± 0,42-fach, Abb. 31C, Tab. 40, n=5) wurden in vier von fünf 
Versuchen mit Zellen der Linie MSZ KM MNZ B (2,65 ± 0,71-fach, Tab. 40, n=5) detektiert. 
In Anwesenheit der Stromazellen MSZ KM MNZ B (8,49 ± 1,18-fach, Abb. 31D, Tab. 40, 
n=5) sowie in der Tripel-Kultur mit Zellen der HUVEC F (7,04 ± 1,31-fach und  
7,62 ± 1,85-fach, Abb. 31D, Tab. 40, n=5) wurde im Vergleich zur Kontrolle  
(8,61 ± 1,92-fach, Abb. 31D, Tab. 40, n=5) in drei von fünf Versuchen eine stärkere 
Amplifikation von NK-ICs nachgewiesen. Der hohe Mittelwert in der Tripel-Kultur mit 
Zellen der ECFC 4D und MSZ KM MNZ B ist auf die geringere Anzahl an Versuchen (n=3) 
zurück zu führen, wobei in 2 von 3 Versuchen mehr NK-ICs detektiert wurden als in Kokultur 
mit den MSZ KM MNZ B. 
Eine reproduzierbare und stärkere Expansion von HSVZ mit LTC-IC und NK-IC Potential 









Tab. 40: Expansion der LTC-ICs und NK-ICs in Kokultur und Tripel-Kultur 





















F +  
MSZ 7/5 
V1 0,40 1,49 0,17 1,51 0,27 1,52 3,50 1,37 0,51 1,21 
V2 0,00 0,84 0,55 0,49 1,40 0,55 0,68 0,77 0,17 0,38 
V3 0,20 1,75 0,40 2,60 1,77 3,18 n. v. 2,75 1,04 0,90 
V4 1,56 3,29 1,88 6,18 4,51 2,26 4,53 12,25 3,86 n. v. 
V5 1,50 2,50 1,34 2,45 2,77 2,02 2,16 4,69 5,93 1,69 
           
MW 0,73 1,97 0,87 2,65 2,15 1,91 2,72 4,37 2,30 1,05 
SEM 0,33 0,42 0,32 0,96 0,71 0,43 0,83 2,08 1,12 0,28 
           
p (S) - 0,002 0,400 0,062 0,045 0,065 0,073 0,117 0,126 0,036 
p (A) - - 0,006* 0,316 0,690 0,881 0,307 0,231 0,708 0,023* 
 





















F +  
MSZ 7/5 
V1 1,74 9,78 1,45 4,11 11,28 6,61 n. v. 9,72 2,33 2,73 
V2 0,45 5,00 0,66 1,21 4,52 1,49 n. v. 2,90 0,62 5,67 
V3 0,78 6,63 2,66 13,67 10,09 8,72 18,85 9,84 6,76 10,70 
V4 2,15 6,07 8,07 10,01 9,23 4,74 18,44 7,15 10,38 12,99 
V5 1,02 15,59 2,93 4,30 7,33 10,21 4,94 5,61 8,38 6,01 
           
MW 1,23 8,61 3,15 6,66 8,49 6,35 14,08 7,04 5,69 7,62 
SEM 0,31 1,92 1,30 2,26 1,18 1,53 4,57 1,31 1,83 1,85 
           
p (S) - 0,019 0,153 0,070 0,002 0,029 0,103 0,008 0,059 0,024 
p (A) - - 0,089 0,587 0,957 0,148 0,605 0,527 0,266 0,769 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension;  
MNZ = Mononukleäre Zellen aus den Knochenmark; MW = Mittelwert;  
p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 werden fett gedruckt 
dargestellt. 
 








 HSVZ wurde 
nachfolgend im CFC Ansatz untersucht (Abb. 31E, Tab. 41, n=5). Die Frequenz 








 Fraktion war etwa 
2 bis 3-fach (min: 8,30 ± 2,29 %; max: 14,40 ± 2,03 %, n=5) bzw. 3 bis 20-fach (min:  
1,20 ± 0,20 %; max: 8,44 ± 3,91 %, n=5, Tab. 41, n=5) geringer als in frisch isolierten HSVZ. 








Fraktion als in der Kontrolle (133
+
: 15,27 ± 5,09-fach; 133
low
: 9,15 ± 2,37-fach; Abb. 31E, 





 HSVZ mit Koloniebildungspotential wurden mit Zellen der MSZ KM MNZ B 
(12,03 ± 6,19-fach; Abb. 31E, Tab. 41, n=5) sowie in der Tripel-Kultur mit der HUVEC F 
und MSZ KM MNZ B ermittelt (13,19 ± 6,01-fach; Abb. 31E, Tab. 41, n=5). Der hohe 
Mittelwert in der Tripel-Kultur mit Zellen der HUVEC F und MSZ KM MNZ B ist 
maßgeblich auf einen Einzelwert in Versuch 4 zurückzuführen. 




 Zellen mit CFC 
Potential ermittelt (Tab. 41, n=5). Nur in der Kokultur mit Zellen der MSZ KM Fett 7/5 








nachgewiesen (3,46 ± 1,44-fach; Abb. 31E, Tab. 41, n=5). Gegenüber der Kokultur wurde in 









 Fraktion gefunden. 

































F +  
MSZ 7/5 
V1 19,12% 4,50% 8,49% 7,00% 3,50% 13,00% 11,50% 8,00% 7,00% 9,00% 
V2 16,67% 6,00% 10,50% 10,00% 6,50% 10,50% 10,00% 13,50% 9,00% 8,00% 
V3 14,19% 7,00% 12,50% 8,00% 8,00% 8,50% 9,09% 19,50% 10,99% 6,50% 
V4 8,00% 4,80% 11,00% 14,50% 6,50% 8,50% 15,00% 18,00% 14,00% 11,00% 
V5 23,94% 12,50% 17,50% 16,50% 17,00% 10,00% 23,50% 13,00% 14,50% 14,00% 
           
MW 16,38% 6,96% 12,00% 11,20% 8,30% 10,10% 13,82% 14,40% 11,10% 9,70% 
SEM 2,64% 1,45% 1,52% 1,85% 2,29% 0,83% 2,62% 2,03% 1,44% 1,30% 
           
p (S) - 0,009* 0,132 0,170 0,026* 0,052 0,394 0,665 0,171 0,053 

























F +  
MSZ 7/5 
V1 5,56 7,99 0,89 1,53 8,95 5,70 4,08 4,32 1,08 3,53 
V2 0,83 5,18 0,52 0,71 4,59 2,56 1,70 3,42 0,52 1,60 
V3 1,84 10,40 2,21 3,16 17,84 4,01 4,10 10,38 2,49 3,27 
V4 2,17 19,60 4,98 15,30 12,68 10,82 21,15 36,38 16,08 14,07 
V5 3,69 33,17 4,09 8,36 16,11 7,87 17,38 11,47 12,03 9,77 
           
MW 2,82 15,27 2,54 5,81 12,03 6,19 9,68 13,19 6,44 6,45 
SEM 0,83 5,09 0,87 2,72 2,41 1,46 3,98 6,01 3,19 2,36 
           
p (S) - 0,067 0,830 0,359 0,020 0,083 0,161 0,171 0,334 0,212 

























F +  
MSZ 7/5 
V1 8,00% 6,00% 4,00% 6,00% 0,50% 0,00% 5,00% 0,00% 1,00% 0,50% 
V2 5,88% 8,50% 1,00% 7,00% 1,18% 19,05% 3,70% 4,35% 2,50% 1,00% 
V3 3,51% 6,50% 1,00% 4,00% 7,02% 16,67% 0,00% 2,00% 1,00% 1,50% 
V4 5,00% 4,29% 2,00% 0,50% 2,00% 2,50% 1,00% 0,00% 0,00% 1,50% 
V5 9,00% 0,00% 4,50% 2,00% 3,00% 4,00% 3,00% 1,50% 2,00% 1,50% 
           
MW 6,28% 5,06% 2,50% 3,90% 2,74% 8,44% 2,54% 1,57% 1,30% 1,20% 
SEM 1,00% 1,43% 0,74% 1,21% 1,15% 3,91% 0,91% 0,80% 0,44% 0,20% 
           
p (S) - 0,604 0,001* 0,194 0,138 0,661 0,004* 0,028* 0,006* 0,010* 

























F +  
MSZ 7/5 
V1 0,57 11,06 0,05 0,08 0,16 0,00 2,99 0,00 0,11 0,09 
V2 0,13 11,05 0,05 0,24 0,65 8,49 1,63 1,75 0,19 0,30 
V3 0,08 10,01 0,02 0,17 2,46 4,45 0,00 1,06 0,08 0,21 
V4 0,19 13,65 0,16 0,08 0,62 1,92 0,48 0,00 0,00 0,57 
V5 0,35 0,00 0,20 0,19 0,98 2,44 0,74 0,63 0,25 0,54 
           
MW 0,27 9,15 0,10 0,15 0,97 3,46 1,17 0,69 0,13 0,34 
SEM 0,09 2,37 0,04 0,03 0,39 1,44 0,53 0,33 0,04 0,09 
           
p (S) - 0,020 0,138 0,359 0,195 0,102 0,122 0,345 0,203 0,627 
p (A) - - 0,019* 0,019* 0,029* 0,099 0,027* 0,025* 0,020* 0,021* 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = 
Mononukleäre Zellen aus den Knochenmark; MW = Mittelwert; p (S) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, 









 Zellen mit CFC Potential brachten CFU-G, CFU-M sowie CFU-GM Kolonien 




 Zellen mit erythrozytärem 
Differenzierungspotential wurden in einzelnen Kokulturen mit Zellen der ECFC 4D (1x), 
MSZ KM MNZ B (2x), der AFT024 (2x) und der Kombination aus ECFC 4D und MSZ KM 
MNZ B (1x) detektiert (Abb. 31F, Tab. 64, n=5). 




 Fraktion brachte fast ausschließlich CFU-G 
Kolonien hervor (Abb. 31F, Tab. 64, n=5). Nur in der Suspensionskultur (1x) der Kokultur 
mit der AFT024 (4x), ECFC 4D (1x), HUVEC F (2x) sowie der Tripel-Kultur mit Zellen der 
HUVEC F und MSZ KM MNZ B (2x) wurden BFU-E Kolonien in einzelnen Versuchen 
detektiert (Abb. 31G, Tab. 65, n=5). 










 Fraktion wurden Zellen mit CFU-G sowie vereinzelt BFU-E Potential 




 Zellen ermöglichte 
weder die Kokultur noch die Tripel-Kultur. 
Die Kombination der beiden Stromazellentitäten führte im direkten Vergleich zu der Kokultur 
zu keiner reproduzierbar stärkeren Expansion primitiver HSVZ mit LTC-IC, NK-IC oder 
CFC Potential. Die Verwendung der Wachstumsfaktoren EGF und FGF im Kokulturmedium 




 HSVZ mit 
erythrozytärem Koloniebildungspotential, die in vorhergehenden Versuchen von den MSZ 
KM MNZ B und den MSZ KM Fett 7/5 in 5 von 5 Versuchen erhalten wurden (vgl. Abb. 17). 
3.9. Identifizierung prädiktiver Marker auf Stromazellen für die Expansion 
von HSVZ 
Wie in den vorhergehenden Abschnitten gezeigt, sind die im Rahmen diese Arbeit isolierten 
und charakterisierten primären humanen Stromazellen sehr heterogen hinsichtlich der 
Expression Zelltyp-spezifischer Oberflächenantigene, ihrer funktionellen Eigenschaften sowie 
ihrer Unterstützung zur in vitro Expansion von HSVZ (siehe Abschnitte 3.4, 3.5 und 3.7). Für 
die beiden getesteten Zellentitäten (Endothel und MSZ) existieren bislang keine 
Oberflächenmarker oder Analysemethoden, die eine umfangreiche und zeitintensive Testung 






Abb. 31: Expansion von HSVSs in Kokultur und Tripel-Kultur 
Graphische Darstellung der Werte aus Tab. 39, Tab. 40, Tab. 41, Tab. 64 und Tab. 65 (A) Nach  
14-tägiger Kokultur wurde das Verhältnis von CD90
+
 (MSZ) und CD31
+
 (Endothel) Stromazellen 
durchflusszytometrisch ermittelt. (B) Die Expansion hämatopoetischer Subpopulationen wurde 





zytometrisch isoliert, in funktionelle Analysen überführt und die Expansion von Zellen mit LTC-IC, 
NK-IC und CFC Potential experimentell ermittelt (F und G) Im CFC Ansatz wurden 5 Kolonietypen 
unterschieden: CFU-MIX, BFU-E, CFU-G, CFU-GM und CFU-M. (Mittelwerte ± SEM). Die Zahlen 
über den Balken repräsentieren die Anzahl der CFC Ansätze mit erythrozytären und/oder erythro-





Um mögliche prädiktive Marker für eine Vorauswahl primärer humaner mesenchymaler und 
endothelialer Stromazellen zu identifizieren, wurden alle in den vorhergehenden Abschnitten 
ermittelten Messwerte miteinander korreliert (Abb. 32). Der Fokus dieser Korrelationsanalyse 
lag dabei auf dem Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) durchflusszytometrisch 
analysierter Oberflächenantigene auf den isolierten Primärzellen mit den experimentell 
ermittelten Expansionen phänotypischer und funktioneller HSVZ Subpopulationen nach der 
Kokultur (Abb. 32, eingerahmte Werte). Die Korrelation der unterschiedlichen Parameter 
zueinander wurde nach Spearman berechnet. Korrelationskoeffizienten (r²) größer 0,5 mit 
einer statistischen Signifikanz von p < 0,05 wurden als stark korrelierend und mit r² größer 
0,7 als sehr stark korrelierend angenommen. 
Bei den primären endothelialen Stromazellen konnten mit Hilfe der Spearman 
Rangkorrelation nur wenige signifikante Zusammenhänge ermittelt werden. Endotheliale 
Stromazellen mit einer hohen MFI der Oberflächenantigene CD105 sowie CD144 wiesen 
einen geringen Anteil CD34
+
 Zellen auf und ermöglichten eine stärkere Expansion von Zellen 
mit NK-IC Potential (CD105: r²=0,605 und CD144: r²=0,889). Ebenso unterstützten 
endotheliale Stromazellen mit einer höheren MFI des Oberflächenrezeptors VEGF-R2 eine 








 Zellen mit CFC Potential 
(133
+
: r²=0,582 und CFC: r²=0,819). 
Bei den MSZ waren insbesondere die beiden Oberflächenantigene CD49f und CD146 
auffällig. MSZ mit einer hohen Expression des Integrins CD49f wiesen gleichzeitig eine 
stärkere Expression von CD146 auf (r²=0,698). Eine stärkere Expression des Integrins CD49f 
korrelierte mit einer geringeren Expansion von CD45
+


















: r²=-0,539). Eine geringere Expansion von Zellen 
mit LTC-IC (CD49f: r²=-0,755; CD146: r²=-0,501) war mit einer starken Expression der 
Oberflächenantigene CD49f und CD146 assoziiert. Weniger NK-ICs wurden bei stärkere 
Expression von CD146 beobachtet (CD146: r²=-0,531). 
Mit Hilfe der Spearman Rangkorrelation konnten bei den endothelialen Stromazellen die 
Oberflächenantigene CD105, CD144 sowie VEGF-R2 und bei den MSZ CD49f sowie CD146 
identifiziert werden, die ggf. als prädiktive Marker für die Expansion sowohl phänotypischer 





Abb. 32: Korrelation der Expression von Oberflächenantigene auf primären Stromazellen 
mit der Expansion phänotypischer und funktioneller HSVZ 
Nach Spearman berechnete Korrelationskoeffizienten und Signifikanzniveaus für (A) endothelialen 
sowie (B) mesenchymale Primärzellen. Die Korrelationen (r²) sind in der rechten oberen Hälfte der 
Tabellen und die korrespondierenden Signifikanzniveaus (p) in der linken unteren Hälfte angegeben. 
Statistisch signifikante Korrelationen (p<0,05) sind fett gedruckt. Signifikante Korrelations-






Ein wesentlicher Befund der vorhergehenden Kokulturexperimente mit murinen und primären 
humaner Stromazellen ist, dass in keinem der Versuche eine reproduzierbare Expansion oder 




 Fraktion nachgewiesen werden konnte. 







 Zellen statt, die weder LTC-IC, NK-IC noch CFC Potential aufwiesen. Die 
phänotypische Analyse der Nachkommenschaft stellt folglich keine geeignete Möglichkeit 
zur Quantifizierung primitiver HSVZ und somit zur Beurteilung der Kulturbedingungen dar. 




 Zellen mit unbekanntem Differenzierungspotential 
führte zudem nachweislich zu einer Ausdünnung bzw. sehr geringen Frequenz von LTC-ICs, 
NK-ICs sowie CFCs (siehe Tab. 23, Tab. 28, Tab. 32, Tab. 36 und im Anhang Tab. 66 und 
Tab. 67) und somit mutmaßlich auch multipotenter HSVZ. Eine Detektion bzw. 




 Zellen mit erythrozytärem 
Koloniebildungspotential ist folglich im CFC Ansatz aufgrund des hohen Detektionslimits 
von 0,25 % bei einer standardmäßigen Analyse von 400 Zellen nicht zuverlässig möglich. Der 
LTC-IC sowie NK-IC Ansatz ermöglichen hingegen eine zuverlässige Quantifizierung 
primitiver HSVZ, da für diese Analysen bis zu 6.000 Zellen eingesetzt werden, was auch eine 
Quantifizierung von Zellen mit einer sehr geringen Frequenz erlaubt. 





 HSVZ zu ermöglichen, sollte nachfolgend ein Erythrozyten-
Ansatz mit einem Detektionslimit für Zellen mit erythrozytärem Differenzierungspotential 
von unter 0,25 % etabliert werden (siehe Abschnitt 3.11.1). Da unklar ist, ob bei der in vitro 
Expansion weitere Linienpotentiale in der Nachkommenschaft ausgedünnt werden oder 
verloren gehen, sollten zeitgleich zusätzliche Nachweismethoden für Zellen mit 
Megakaryozyten, T-Zell, B-Zell sowie DC Potential etabliert werden (siehe Abschnitte 3.11.2 
und 3.11.3). 
Da die zuvor verwendeten humanen Primärzellen in ihrer Proliferation limitiert sind und 
folglich nur für eine begrenzte Anzahl an Versuchen zur Verfügung stehen, sollten humane 
Stromazellen, die eine starke Expansion primitiver HSVZ mit LTC-IC, NK-IC sowie CFC 





3.11. Etablierung von in vitro Differenzierungsansätzen (Teil 2) 
In den nachfolgenden Abschnitten wird die Qualifizierung von in vitro Analysemethoden zum 
Nachweis und zur Quantifizierung von Zellen mit erythrozytärem (siehe Abschnitt 3.11.1), 
megakaryozytärem (siehe Abschnitt 3.11.2) sowie T-Zell (siehe Abschnitt 3.11.3) Potential 
dargestellt. Die Etablierung von Differenzierungsansätzen für HSVZ mit B-Zell und DC 
Potential konnte aufgrund von Zeitmangel nicht bis zum Ende der Arbeit fertiggestellt 
werden. 
3.11.1. Qualifizierung des Erythrozyten-Flüssigkultur Ansatzes 
Zum Nachweis multipotenter CD133
+
 HSZ/MPP mit erythrozytärem 
Differenzierungspotential wurde der Erythrozyten-Flüssigkulturansatz etabliert. Als 
Grundlage hierfür diente der Erythrozytendifferenzierungsansatz nach Dorn et al. (Dorn et al., 
2008). Im Gegensatz zum CFC Ansatz werden im Flüssigkultur Ansatz in Analogie zum 
LTC-IC und NK-IC Ansatz mehrere tausend Zellen analysiert, was zu einem deutlich 
niedrigeren Detektionslimit führt. Die Induktion der erythrozytären Differenzierung erfolgt im 
Erythrozyten Ansatz in zwei Phasen. In der ersten Phase (7 Tage) werden dem Kulturmedium 
die Zytokine SCF, IGF-1, Epo, das Glykoprotein Transferrin und das Hormon Insulin 
zugesetzt. Die nachfolgenden 7 Tage (zweite Phase) wird auf die Zugabe von Epo, 
Transferrin und Insulin verzichtet. Die Quantifizierung erythrozytärer Zellen erfolgt im 
Gegensatz zum CFC Ansatz ausschließlich durchflusszytometrisch, da die Flüssigkultur keine 
Koloniebildung ermöglicht.  
Um die Qualität der Zellen in der Nachkommenschaft zu charakterisieren und die Effektivität 




 Zellpopulation, die für Zellen 
mit erythrozytärem Potential angereichert ist (Görgens et al., 2013b), durchflusszytometrisch 
sortiert und in den Erythrozyten Ansatz eingebracht. Die Zellen wurden nach 14 Tagen 
geerntet und durchflusszytometrisch hinsichtlich der Expression der Oberflächenantigene 
CD45, CD71 sowie CD235a/GlycophorinA (GPA) analysiert (Abb. 33B). Mehr als  
95,4 ± 4,3 % der Zellen (n=5) exprimierten das Erythrozyten-spezifische Oberflächenantigen 
GPA. Wie zuvor von Dorn et al. beschrieben war das Oberflächenantigen CD45 auf den 
GPA
+
 Zellen nicht detektierbar und CD71 entsprechend dem Differenzierungsstadium der 
Zellen heterogen exprimiert (Abb. 33B). 




 Zellen weist auf ein Gemisch unterschiedlicher erythrozytärer Entwicklungsstufen hin. 




Flüssigkulturansatz die vollständige Reifung von Erythrozyten unterstützt, sollte anhand 
morphologischer Untersuchungen im Zytospin untersucht werden (Abb. 33C). Die 
histologische Analyse ergab, dass sowohl enukleierte, reife Erythrozyten (14,4 ± 10,3 %, n=2) 
und verschiedene Vorstufen erythrozytärer Zellen (basophile Erythroblasten und 
polychromatische Erythroblasten etc.; 69,8 ± 17,0 %, n=2) in der Nachkommenschaft 
enthalten waren. Megakaryozyten, Makrophagen oder Granulozyten wurden im Zytospin 
nicht detektiert (Abb. 33C). 
 
Abb. 33: Qualifizierung des Erythrozyten Ansatzes 
(A) Morphologische Veränderung der Zellen nach 14-tägiger Kultur im Erythrozyten Ansatz  
(d7: Tag7; d14: Tag14) (Maßstabsbalken = 25µm). (B) Durchflusszytometrische Charakterisierung 









) wurden tote 
Zellen (PI
+
) sowie Zelltrümmer, Dubletten und Zellklumpen ausgeschlossen. (C) Modifizierte 
hämatologische Färbung nach Wright von Zellen aus dem Erythrozyten Ansatz an Tag 14  
(Ret: Reticulozyt/Erythrozyt; Poly: polychromatischer Erythroblast; Baso: basophiler Erythroblast). 
 
Der etablierte Erythrozyten-Flüssigkultur Ansatz ermöglicht eine sehr effiziente und 
zuverlässige Differenzierung zu untersuchender HSVZ ausschließlich in erythrozytäre 
Vorläufer sowie reife enukleierte Erythrozyten. Die nicht-erythrozytären Zellen konnten 
morphologisch keinem spezifischen Zelltypen der myeloischen oder lymphatischen Linie 
zugeordnet werden. Als Ergänzung zum CFC Ansatz ermöglicht der Erythrozyten-
Flüssigkulturansatz somit eine zuverlässige Detektion und Quantifizierung von Progenitoren 





3.11.2. Qualifizierung des Megakaryozyten-Flüssigkultur Ansatzes 
Kommerziell ist ein Megakaryozytendifferenzierungs Ansatz (MegaCult
®
 von StemCell 
Technologies) erhältlich, der in Analogie zum CFC Ansatz die Ausbildung von Kolonien in 
einem semisoliden Medium unterstützt. Der MegaCult
®
 Ansatz ist auf die Analyse von etwa 
1.000 CD34
+
 Zellen limitiert, was einem Detektionslimit von 0,1 % entspricht. Um auch 
geringere Frequenzen von Zellen mit megakaryozytärem Differenzierungspotential 
detektierten zu können, wurde ein Megakaryozyten-Flüssigkulturansatz etabliert, der die 
Analyse mehrerer Tausend Zellen ermöglicht. 
Die Induktion der megakaryozytären Differenzierung erfolgt in Analogie zu dem 
kommerziellen Ansatz durch die Zugabe der Zytokine TPO, IL-3 und IL-6 sowie dem 
Hormon Insulin und dem Glykoprotein Transferrin. Die Differenzierung der zu 
analysierenden Zellen wird in Suspension durchgeführt. Da die Flüssigkultur keine 
Koloniebildung unterstützt, findet die Charakterisierung und Quantifizierung 
megakaryozytärer Zellen ausschließlich durchflusszytometrisch statt. 
Dieser abgewandelte megakaryozytäre Differenzierungsansatz wurde bislang in der Literatur 
nicht beschrieben und die Effizienz der Differenzierung sowie die zelluläre Komposition und 
Qualität der hämatopoetischen Nachkommenschaft sind unbekannt. Zur Etablierung des 





 Zellen im Megakaryozyten-Flüssigkulturansatz eingebracht und 14 Tage 
kultiviert. Dabei zeigte sich in sieben unabhängigen Experimenten, dass die 
Nachkommenschaft morphologisch sehr heterogen ist und sowohl wenig granuläre, blastoide 
Zellen mit ca. 5-10 µm Durchmesser als auch ca. 50-100 µm große, stark granuläre Zellen 
enthielt (Abb. 34A).  
Um die Effizienz des Megakaryozyten-Flüssigkulturansatzes zu bestimmen, wurde die 
gesamte hämatopoetische Nachkommenschaft geerntet und durchflusszytometrisch analysiert. 
Der Fokus der Messungen lag hierbei maßgeblich auf der Analyse der Oberflächenantigene 
CD41 (Integrin alpha 2b) und CD61 (Integrin beta 3), die auf megakaryozytären Zellen 
exprimiert werden (Abb. 34B). Die beiden Integrine bilden ein Heterodimer und werden 
sowohl auf frühen megakaryozytären Vorläufer als auch reifen Megakaryozyten sowie 
Thrombozyten exprimiert. Etwa dreiviertel der Zellen (74,8 ± 10,1 %, n=7) im 
Megakaryozyten-Flüssigkulturansatz exprimierten beide Oberflächenantigene CD41 sowie 
CD61 und waren demnach reife oder unreife megakaryozytäre Zellen. Im Mittel etwa ein 
Viertel der Zellen konnte anhand der durchflusszytometrischen Analyse keinem spezifischen 








) Zellen genauer zu bestimmen, 
wurde die Nachkommenschaft im Zytospin analysiert (Abb. 34C). Neben reifen, polyploiden 
Megakaryozyten mit einem Durchmesser von 50-100 µm (7,8 ± 11,6 %, n=2) wurden 
vereinzelt erythrozytäre Zellen (ca. 12,4 ± 12,6 %, n=2), Makrophagen (16 ± 15 %, n=2) 
sowie basophile und eosinophile Granulozyten (10,2 ± 23,9 % n=2) in der Kultur detektiert. 
Der überwiegende Anteil der Zellen (53,6 ± 21 %, n=2) konnte morphologisch keinem 
spezifischen Zelltyp zugeordnet werden. Neutrophile Granulozyten waren in der 
Nachkommenschaft nicht enthalten. 
Um zu ermitteln, inwiefern der neu etablierte Megakaryozyten-Flüssigkulturansatz auch die 
Entstehung reifer Megakaryozyten unterstützt, wurde die Nachkommenschaft auf Zellen mit 
vervielfachtem Chromosomensatz untersucht. Reife Megakaryozyten besitzen nicht mehr die 
Fähigkeit sich zu teilen, jedoch ihre DNA zu verdoppeln (Polyploidie). Auf diesem Wege 
können bis zu 64 vollständige Chromosomensätze innerhalb einer Zelle generiert werden 
(Kratz-Albers et al., 2000; Guerriero et al., 2001; Bruno et al., 2003; Emmrich et al., 2012). 
Eine Beurteilung des Ploidiegrades der megakaryozytären Zellen war mikroskopisch an 
lebenden Zellen sowie im Zytospin nicht möglich. Aufgrund dessen wurden der Ploidiegrad 
der Zellen durchflusszytometrisch ermittelt (Abb. 34D). Hierzu wurde die hämatopoetische 
Nachkommenschaft geerntet, mit eiskaltem Methanol fixiert sowie permeabilisiert und 
anschließend mit Propidiumiodid, welches in die DNA der Zellen interkaliert, gefärbt. Etwa 
ein Viertel der Zellen wies einen vervielfältigten Chromosomensatz auf. Es wurden reife 
megakaryozytäre Zellen mit einem Ploidiegrad von 4n (20,3 %), 8n (5,2 %), 16n (1,8 %) 
sowie 32n und mehr (1,3 %) detektiert. 
Der im Rahmen dieser Arbeit etablierte Megakaryozyten-Flüssigkultur Ansatz ermöglicht die 




 HSVZ in megakaryozytäre Zellen. 
Die megakaryozytären Zellen entsprechen sowohl morphologisch, phänotypisch als auch 
hinsichtlich ihres Plodiegrades reifen Megakaryozyten. Die hämatopoetische 
Nachkommenschaft ist sehr heterogen und der überwiegende Anteil der Zellen sind unreife 
megakaryozytäre Vorläuferzellen mit noch diploidem Chromosomensatz. Neben den 
Megakaryozyten wird zudem die Differenzierung von Monozyten/Makrophagen, 
erythrozytären Zellen sowie basophilen und eosinophilen Granulozyten unterstützt. Ein 
Vorteil des Megakaryozyten-Flüssigkultur Ansatzes ist das niedrige Detektionslimit von 
Zellen mit megakaryozytärem Differenzierungspotential aufgrund der Analyse mehrerer 





Abb. 34: Qualifizierung des Megakaryozyten-Flüssigkultur Ansatzes 
(A) Morphologie der Zellen aus dem Megakaryozyten Ansatz in Suspensionskultur (Maßstabsbalken 
links = 100µm; rechts = 20 µm). (B) Modifizierte hämatologische Färbung nach Wright von Zellen 
nach 14-tägiger Suspensionskultur im Megakaryozyten Ansatz (Maßstabsbalken = 5 µm).  
(C) Durchflusszytometrische Charakterisierung von Zellen aus dem Megakaryozyten Ansatz. Für die 




) wurden tote Zellen 
(PI
+
) sowie Zelltrümmer, Dubletten und Zellklumpen ausgeschlossen. (D) Durchflusszytometrische 
Analyse der Polyploidie von Zellen aus dem Megakaryozyten Ansatz.  
 
3.11.3. Qualifizierung des T-Zell Ansatzes 
Zum Nachweis von Zellen mit lymphatischem Differenzierungspotential wurde neben dem 
bereits erwähnten NK-IC Ansatz eine weitere funktionelle Nachweismethode für 
lymphatische Vorläuferzellen etabliert. Die Differenzierung von HSVZ zu T-Zellen erfolgte 





 Zellen, die für Zellen mit T-Zell Differenzierungspotential 
angereichert sind, für 3-5 Wochen mit Zellen der murinen Stromazelllinie OP9, die ektop den 
Notch-Liganden Delta-like 1 exprimieren (OP9-DL1), kokultiviert. Dem Kulturmedium 
wurden zusätzlich zur Induktion der T-Zell Differenzierung die Wachstumsfaktoren SCF, 
Flt3-L sowie IL-7 zugesetzt. 
In dem fünf-wöchigen Differenzierungsansatz waren wenig granuläre, im Durchmesser etwa 
5-7 µm große, rundliche und teilweise polarisierte Suspensionszellen auf den murinen  




charakteristisch ist, wenig Zytoplasma auf und waren morphologisch kultivierten CD34
+
 
Zellen sehr ähnlich (Abb. 35A) (Giebel et al., 2004).  
Um die Qualität sowie den genauen Differenzierungsstatus insbesondere der T-Zellen zu 
bestimmen, wurden die hämatopoetische Nachkommenschaft geerntet und 
durchflusszytometrisch hinsichtlich der Expression unterschiedlicher T-Zell-spezifischer 
Oberflächenantigene wie z.B. CD3, CD4, CD5, CD7 und CD8 analysiert (Awong et al., 
2009). Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen nach fünf Wochen ergab, dass  
82,1 ± 12,1 % der Zellen auf ihrer Oberfläche die frühen T-Zell-Vorläufermarker CD7 sowie 
CD5 (22,2 ± 11 %, n=5) exprimierten (Haynes et al., 1988; Haddad et al., 2006). Die 
spezifischen Oberflächenantigene für Effektor (CD4) und zytotoxische (CD8) T-Zellen 
wurden von 5,7 ± 6,6 % bzw. 3,2 ± 2,5 % der Suspensionszellen präsentiert (n=5). Der 
sowohl auf Effektor als auch auf zytotoxischen T-Zellen befindliche T-Zell-Rezeptor (CD3) 
war auf 1,2 ± 0,6 % der Zellen detektierbar (n=5). 
Ein Charakteristikum von T-Zellen während der Differenzierung, welches nicht anhand von 
Oberflächenmarkern nachverfolgt werden kann, ist die Rekombination der V, D und J-Gene 
die für den T-Zell-Rezeptor kodieren (engl. VDJ-rearrangement) (Brack et al., 1978). Diese 
randomisierte Rekombination der einzelnen Teilabschnitte des T-Zell Rezeptors ermöglicht 
die Generierung einer Vielzahl von Antigen-spezifischen T-Zellen für die adaptive 
Immunabwehr. Als Vorlage für den Nachweis der VDJ-Rekombination diente die Arbeit des 
BIOMED-2 Konsortiums, das die Standarisierung der PCR-basierten T-Zell-
Rekombinationsanalyse initiiert hat (van Dongen et al., 2003). Die nicht-rekombinierten 
VDJ-Geneabschnitte erstrecken sich über mehr als 10 kb auf dem Genom und ermöglichen 
keine Amplifikation mittels PCR. Erst nach erfolgter Rekombination der VDJ-Gene kann ein 
PCR-Produkt der Fragmentlänge 80-255 bp nachgewiesen werden (Abb. 35C). 
Zum Nachweis der VDJ-Rekombination in den in vitro generierten T-Zellen wurden die 
Zellen geerntet, CD3 exprimierende T-Zellen durchflusszytometrisch sortiert und mittels 
PCR-Analyse die Rekombination der T-Zell-Rezeptor Gamma-Kette (TCRG), die bereits sehr 
früh in der T-Zell-Entwicklung rekombiniert wird, nachgewiesen (Abb. 35C). Als Kontrolle 
wurden repräsentativ polyklonale CD8
+
 Effektor T-Zellen aus dem peripheren Blut eines 
adulten Spenders durchflusszytometrisch sortiert. Die adulten Effektor T-Zellen wiesen 
unterschiedliche Rekombinationsprodukte im TCRG-Lokus auf, die sich in einer Vielzahl 




PCR-Analyse ergab zudem, dass auch der TCRG-Lokus in vitro generierter CD3
+
 T-Zellen 
erfolgreich rekombiniert war (Abb. 35C). 
 
Abb. 35: Qualifizierung des T-Zell Ansatzes 
(A) Morphologie der Zellen aus dem T-Zell Ansatz nach 4 Wochen Kokultur mit der murinen 
Stromazelllinie OP9-DL1 (Maßstabsbalken links = 20 µm; rechts = 5 µm).  
(B) Durchflusszytometrische Charakterisierung der Zellen nach Differenzierung im T-Zell Ansatz. 
Nach Ausschluss von toten Zellen (PI
+
) und Zelltrümmern, Dubletten und Zellklumpen (außerhalb der 
scatter Region) wurde die Expression der Oberflächenmarker CD3, CD4, CD5, CD7 und, CD8 auf 









 diskriminiert. (C) Für den Nachweis der 
T/B-Zell-spezifischen Rekombination der V-, D- und J-Gene wurden CD3
+
 Zellen aus dem T-Zell 
Ansatz durchflusszytometrisch sortiert und zur Extraktion genomischer DNA herangezogen. Der 
Nachweis der VDJ-Rekombination erfolgte mittels PCR. Die erfolgte Rekombination wurde durch ein 
PCR-Produkt der Fragmentlänge 110-255 bp im Agarosegel nachgewiesen. 
 
Der etablierte T-Zell Ansatz ermöglicht die einfache Detektion und Quantifizierung von 
Zellen mit lymphatischem T-Zell Differenzierungspotential. Dabei können T-Zellen, die 
immunphänotypisch sowie auf genomischer Ebene mit T-Zellen in vivo vergleichbar sind, 
generiert werden. Die Effizienz der Entstehung reifer T-Zellen in dem etablierten Ansatz ist 
sehr gering, da 3-5 % der Zellen die Expression T-Zell spezifischer Oberflächenantigen (CD3, 
CD4 und CD8) aufwiesen. Über 80 % der Zellen waren bereits lymphatisch determiniert und 
präsentierten die Oberflächenantigen CD5 und CD7, die auf lymphatischen Vorläuferzellen 




3.11.4. Funktionelle Analyse frisch isolierter HSVZ im T-Zell, Erythrozyten und 
Megakaryozyten Ansatz 
Wie bereits zu Beginn erläutert (siehe Abschnitt 3.1 und 3.2.1) konnten wir mit Hilfe des 
Oberflächenmarkers CD133 sowie dem LTC-IC, NK-IC und CFC Ansatz neue 
Linienverwandtschaften und daraus resultierend eine alternative Modellvorstellung der 





 Zellen lympho-myeloisches Differenzierungspotential auf und können 





 HSVZ hingegen können in Erythrozyten, Megakaryozyten, Basophile, 
Eosinophile sowie Makrophagen/Monozyten differenzieren. 









 Zellen gebildet werden, wurde bislang noch nicht 









 Population sowie unfraktionierte CD34
+
 Zellen durchflusszytometrisch 
sortiert und definierte Zellzahlen in die zuvor etablierten Analysemethoden (Erythrozyten, 
Megakaryozyten, T-Zell Ansatz) eingebracht (Abb. 36, Tab. 42). Die nachfolgend 


















) generiert aus 100 Zellen der entsprechend eingesetzten Fraktion 
hämatopoetischer Zellen. 





 Population stark angereichert (133
+
: 67,5 ± 36,29; 133
low
: 15,82 ± 3,36;  
Abb. 36A, n=5). In Analogie zu den Daten aus dem CFC Ansatz (siehe Abschnitt 3.2.1) 
wurden Zellen mit erythrozytärem Differenzierungspotential im Erythrozyten-




 Population detektiert  
(133
+
: 2.288 ± 1.368; 133
low
: 29.001 ± 3.199; Abb. 36B, n=5). Nahezu gleichmäßig viele 









 (3.657 ± 522) Zellpopulation detektiert werden  
















V1 55,1 12, 31,5 
V2 171,4 26,2 141,5 
V3 32,1 6,8 28,7 
V4 34,4 20,2 46,6 
V5 44,5 13,9 40,4 
    
MW 67,50 15,82 57,74 
SEM 26,29 3,36 21,18 
    
p(133low) - 0,096 0,267 








V1 342 21107 5118 
V2 390 27100 7068 
V3 1550 39000 11661 
V4 7660 33300 10993 
V5 1500 24500 6100 
    
MW 2288 29001 8188 
SEM 1368 3199 1322 
    
p(133low) - 0,0007 0,0075 








V1 5000 3400 4728 
V2 7100 5000 6512 
V3 7500 1700 6166 
V4 1800 5400 2664 
V5 200 2100 650 
V6 90000 3800 8324 
V7 4200 4200 4200 
    
MW 4971 3657 4749 
SEM 1201 522,7 967,9 
    
p(133low) - 0,357 0,455 
p(34+) - - 0,336 
 
Absolute Anzahl generierter T-Zellen/Erythrozyten/Megakaryozyten aus 100 eingesetzten Zellen. 
p(133
low




 Population;  
p(34
+
) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur CD34
+
 Fraktion (t-Test, zweiseitig, gepaart), 
Signifikanzen p<0,05 sind fett gedruckt. 
 
Abb. 36: Differenzierungspotential frisch isolierter HSVZ-Subpopulationen 







 Zellen aus dem Nabelschnurrestblut wurden durchflusszytometrisch 
sortiert und das Differenzierungspotential im T-Zell-, Erythrozyten und Megakaryozyten Ansatz 






 Fraktion konnten in den neu etablierten Differenzierungsansätzen 





 HSZVs wiesen erythrozytäres und megakaryozytäres 
Differenzierungspotential sowie vergleichsweise geringfügig T-Zell Potential auf. 
Aufgrund der Beobachtung, dass Zellen mit T-Zell und megakaryozytärem 









 Fraktion enthalten sind, wurde die Analyse der hämatopoetischen 
Nachkommenschaft im T-Zell und Megakaryozyten Ansatz in den nachfolgenden 




3.11.5. Verlust erythrozytärer und megakaryozytärer Vorläufer in 
Suspensionskultur 
Wie bereits in Abschnitt 3.1 beschrieben ermöglicht die Kultivierung von CD34
+
 Zellen in 




 Fraktion über 
einen Zeitraum von mehr als sechs Tagen (Görgens et al., 2013b). Diese Beobachtung ist 




 Zelle im  
CFC Ansatz gewonnen wurden. Da die Frequenz multipotenter HSVZ mit fortschreitender 
Kultivierung mutmaßlich geringer wird und das Detektionslimit des CFC Ansatzes bei 0,25 % 




 HSVZ an verschiedenen Tagen der 
Suspensionskultur erneut mit dem zuvor etablierten Erythrozyten-Flüssigkultur Ansatz 
wiederholt (veröffentlicht in Görgens et al., 2013b). 









 an d0, d3 und d6 in den Erythrozyten-
Flüssigkulturansatz eingebracht und nach 14 Tagen die Anzahl erythrozytärer GPA
+
 Zellen 











 (+) Fraktion mehr Zellen mit dem Potential zur Bildung erythrozytärer 
Zellen auf (290.150 ± 31.929 zu 22.726 ± 13.483, Abb. 37A, n=5). Im Verlauf der Kultur 
nahm die Frequenz von Zellen mit der Fähigkeit zur erythrozytären Differenzierung in allen 
analysierten Zellpopulationen kontinuierlich ab. Dabei fand eine Segregation von Zellen mit 













 Fraktion an Tag 3 (+ +) und Tag 6 (+ + +) 
waren nur geringfügig erythrozytäre Zellen (d3: 1.273 ± 1.140; d6: 12 ± 4, Abb. 37A, n=6) 




 Zellen an Tag 3 (- -) wiesen nach der 
Differenzierung dreifach weiniger reife erythrozytäre Zellen auf als die frisch isolierten Zellen 
(d0: 290.150 ± 31.929; d3: 80380 ± 27.495), das bis Tag 6 fast vollständig verloren ging  




 (+ -) Zellen brachten im Erythrozyten-





(d0 +: 22.726 ± 13.483; d3 + -: 39.688 ± 15387, n=6), jedoch gingen diese Zellen nach 
weiteren drei Tagen fast vollständig verloren (d6 + + -:1.118 ± 911; + - -: 6.137 ± 4.937,  
Abb. 37A, n=4). 
Mit Hilfe des Erythrozyten-Flüssigkulturansatzes konnte der zuvor mit dem CFC Ansatz 





Zellpopulation bestätigt werden (Görgens et al., 2013a; Görgens et al., 2013b). Zudem konnte 














Dem allgemeinen Verständnis der humanen Hämatopoese zufolge stammen Erythrozyten und 
Megakaryozyten von einem gemeinsamen Vorläufer (engl. common megakaryocyte/ 
erythrocyte progenitor; kurz MEP) ab. Folglich haben wir untersucht, ob auch das 




 Zellpopulation in der 









 Subpopulationen an Tag 0, 3 und 6 in den Megakaryozyten-





durchflusszytometrisch quantifiziert (Abb. 37B) 









 aus frisch isolierten CD34
+
 Zellen (+ und -) ein in etwa vergleichbares 
megakaryozytäres Differenzierungspotential auf (+: 49.773 ± 12.055; -: 36.543 ± 5.231, Abb. 
37B, n=7). Innerhalb der nachfolgenden 6 Tage nahm in allen analysierten Zellpopulationen 





 Populationen an Tag 3 (+ +) sowie Tag 6 (+ + +) wiesen nur noch 
geringfügiges Differenzierungspotential auf (d3: 2613 ± 1.041, n=8; d6: 364 ± 159, Abb. 37B 




 Fraktion an Tag 3 (- -) und Tag 6 (- - -) 
(d3: 7.363 ± 2.855, n=8; d6: 410 ± 317, n=3). Im Gegensatz zum erythrozytären Potential 
blieb in den neu entstehenden Zellpopulationen an Tag 3 (+ -: 26.966 ± 9.109, n=6) sowie an 
Tag 6 (+ + -: 7.820 ± 4.502; + - -: 14.040 ± 10.644, Abb. 37B  n=5) die Fähigkeit zur 
Realisierung von Megakaryozyten erhalten. 
Zellen mit megakaryozytärem Differenzierungspotential blieben im Vergleich zu Zellen mit 
erythrozytärem Potential länger in den neu entstehenden Nachkommenschaften erhalten. Die 
verwendeten Suspensionskulturbedingungen sind jedoch nicht dazu geeignet, Zellen mit 





 Population zu erhalten, welche für multipotente Zellen angereichert ist. 
Zudem konnte bei der Analyse eine Segregation von Zellen mit megakaryozytärem 









Fraktion beobachtet werden. 





Zellen mit erythrozytärem Koloniebildungspotential in der 
Suspensionskultur im neu etablierten Erythrozyten-Flüssigkulturansatz reproduziert werden. 




Beobachtung, dass auch Zellen mit megakaryozytärem Differenzierungspotential mit 









 HSZV mit Megakaryozyten 
Potential nicht länger als sechs Tage unterstützt. 
 
Abb. 37: Sequenzielle Analyse hämatopoetischer Subfraktionen im Erythrozyten und 
Megakaryozyten Ansatz 
(A) Quantifizierung erythrozytärer und (B) megakaryozytärer Zellen nach Differenzierung 
normalisiert auf 1.000 eingebrachte Zellen der jeweiligen Subpopulation. Die Zahlen über den Balken 
repräsentieren die Anzahl der durchgeführten Versuche (veröffentlicht in Görgens et al., 2013b). 
 
3.12. Konservierung primärer humaner Stromazellen 
Derzeitige Kulturbedingungen sind nicht zur unbegrenzten Expansion primärer humaner 
Stromazellen ohne Verlust der Proliferationskapazität und Eintritt spontaner Differenzierung 
bzw. Seneszenz geeignet (Hayflick und Moorhead, 1961; Schellenberg et al., 2013). Folglich 
stellen zuvor verwendete primäre endotheliale und mesenchymale Stromazellen für 
weiterführende Versuche und eine erneute Wiederholung der Kokulturen unter Verwendung 
der neu etablierten funktionellen Analysemethoden eine endliche Zellquelle dar. 
3.12.1. Strategie der konditionellen Immortalisierung 
Um primäre Stromazellen, die eine stärkere Expansion bzw. einen besseren Erhalt primitiver 
HSVZ mit LTC-IC, NK-IC und CFC Potential unterstützen, langfristig zu konservieren, 
sollten die Primärzellen immortalisiert werden (Abb. 40, Vektorkarte siehe Anhang). Hierzu 




unter anderem den Tumorsupressor p53 inhibiert (Ahuja et al., 2005), in den zuvor 
selektionierten primären Stromazellen ektop exprimiert werden. 
Laut der Literatur hat die ektope Expression des Proto-Onkogens neben Veränderung in der 
Morphologie und der Teilungsrate auch einen weitreichenden Einfluss auf die gesamte 
Genexpression der Zellen (May et al., 2004a; May et al., 2004b). Um einen möglichen 
Einfluss der SV40-Expression auf die Fähigkeit der immortalisierten Primärzellen zum  
in vitro Erhalt bzw. zur Expansion primitiver HSVZ zu reduzieren, sollte ein System 
verwendet werden, das wie zuvor von May et al. beschrieben die kontrollierte Repression der 
SV40 TAg Expression ermöglicht. Es wird berichtet, dass durch die Repression der SV40 
TAg Expression das Genexpressionsprofil „re-mortalisierter“ Zellen erneut in einen 
primärzellähnlichen Zustand versetzt wird (May et al., 2004a; May et al., 2004b). 
Diese konditionelle Immortalisierung sieht eine erneute Transduktion immortalisierter Zellen 
mit dem Fusionsprotein tTRKRAB, das aus der Repressordomäne eines transkriptionellen 
Transrepressors (tTR), der Krüppel associated box (KRAB)-Domäne sowie dem Tetrazyklin-
Repressor (TetR) (Deuschle et al., 1995) besteht, vor (Abb. 40, Vektorkarte siehe Anhang). 
Der Repressor tTR-KRAB bindet über die TetR-Domäne an den Tet-Operator, welcher sich 
vor der codierenden Region für das Proto-Onkogen befindet. Die Repression der Expression 
z.B. zur Expansion der Zellen kann durch die Zugabe des Tetrazyklin-Analogons Doxyzyklin, 
das die Dimerisierung und Inaktivierung des tTRKRAB Repressors induziert, reguliert 
werden. 
Bereits die eingangs durchgeführte Charakterisierung der humanen Stromazellen hat gezeigt, 
dass die primären Stromazelllinien aus einem heterogenen Gemisch von Zellen mit 
unterschiedlichem Differenzierungspotential bestehen, die zudem durch die in vitro 
Kultivierung einer fortwährenden Selektion und Veränderung unterliegen (Walenda et al., 
2010). Weiterhin findet die Integration der codierenden Region für die ektope Expression der 
beiden Proteine SV40 TAg sowie tTRKRAB in das Genom der Primärzellen bzw. 
immortalisierten Zellen zufällig statt, was zur Insertionsmutagene und in manchen Fällen z.B. 
zur Entartung oder zu einer verringerten Vitalität der Zellen führen kann. Folglich bestehen 
auch konditionell immortalisierte Stromazelllinien aus einem heterogenen Gemisch von 
Zellen, die wie die initialen Primärzellen einer fortlaufenden Dynamik und Kultur-
Selektionierung unterliegen. Um langfristig reproduzierbare Kulturbedingungen für 
weiterführende Experimente gewährleisten zu können, sollen von den polyklonalen 
konditionell immortalisierten Stromazelllinien Einzelzellklon-Zelllinien generiert werden 






Abb. 38: Strategie der konditionellen Immortalisierung 
Strategie der konditionellen Immortalisierung primärer humaner Stromazellen (P = Passage). 
 
Um den Einfluss der Immortalisierung auf die Fähigkeit der Stromazellen zum Erhalt  
bzw. zur Expansion primitiver HSVZ zu untersuchen, sollen anschließend sowohl die 





kokultiviert und die Qualität der hämatopoetischen Nachkommenschaft analysiert werden 









 Zellen keine Aussage über den Erhalt bzw. die Expansion primitiver HSVZ 
mit LTC-IC, NK-IC sowie CFC Potential ermöglicht, sollte in den nachfolgenden Versuchen 
eine weitere Subpopulation durchflusszytometrisch quantifiziert, in der multipotente 
HSZ/MPP angereichert sind. Die Möglichkeit der phänotypischen Quantifizierung dieser 
Zellpopulation wurde gemeinsam mit André Görgens (AG Giebel) etabliert und stand zu 
Beginn der Arbeit für die vorhergehenden Analyse nicht zur Verfügung. 
Um die Frequenz der HSZ/MPP angereicherten Population zu ermitteln, wurde die 
durchflusszytometrische Analyse der hämatopoetischen Nachkommenschaft um die beiden 
Oberflächenmarker CD38 (Terstappen et al., 1991; Larochelle et al., 1996) und CD45RA 
(Manz et al., 2002) erweitert. Diese Markerkombination ermöglicht nach Vorarbeiten aus 
unserer Arbeitsgruppe die phänotypische Unterscheidung folgender Subpopulationen 
(Görgens et al., 2013b): 






















































Die zuvor beschriebenen Zellpopulationen sowie deren Oberflächenmarker sind nachfolgend 
schematisch dargestellt (modifiziert nach Görgens et al. 2013b, Abb. 39). 
 
Abb. 39: Alternative Modellvorstellung der humanen Hämatopoese mit den 
Oberflächenmarker CD38, CD133 und CD45RA 
Alternative Modellvorstellung der humanen Hämatopoese modifiziert nach Görgens et al. 2013b. Alle 
dargestellten Zellpopulationen exprimieren das Oberflächenantigen CD34. Sie können anhand der 
Oberflächenmarker CD38, CD133 sowie CD45RA in unterschiedliche Subpopulationen unterteilt 
werden. 
 
3.12.2. Konditionelle Immortalisierung von primären humanen Stromazellen 
Für die konditionelle Immortalisierung wurden die endothelialen Stromazelllinien HUVEC C, 
HUVEC F, ECFC 1E, ECFC 4D, PLVEC 1.4 sowie PLVEC 4 verwendet. Bei den 
mesenchymalen Stromazellen wurden die Zelllinien MSZ KM MNZ B, MSZ KM Fett 7/5 
sowie MSZ KM Fett 7/11 konditionell immortalisiert. 
Um die kritische Expressionsstärke des Proto-Onkogens SV40 TAg für eine erfolgreiche 
Immortalisierung der Primärzellen zu gewährleisten, wurden unterschiedliche Volumina  
(10, 15, 20, 30 oder 40 µl) virushaltiger Überstände für die Transduktion der primären 
Stromazellen verwendet. Die Selektion erfolgreich immortalisierter Stromazellen erfolgte 
anschließend anhand der Morphologie sowie der gesteigerten Proliferation gegenüber den 
primären Stromazellen (Abb. 40, Abb. 40) (May et al., 2004a; May et al., 2004b). 
Transduzierte Zellen z.B. HUVEC F und MSZ Fett 7/5 waren morphologisch kleiner als die 
korrespondierenden Primärzellen (Abb. 40A). Die Berechnung der Gesamtverdopplungen 
sowie der Verdopplungsrate über 5 Passagen bzw. 18 Tage ergab, dass die transduzierten 
Zellen schneller proliferierten als die Primärzellen (Abb. 40B). Transduzierte Zellen der 
HUVEC F teilten sich etwa alle 20 Stunden (22 Teilungen / 18 Tage = 19,6 Stunden), 
wohingegen primäre Zellen eine Generationszeit von etwa 43 Stunden (10 Teilungen /  




zur Transduktion der primären Zellen hatte keinen Einfluss auf die ermittelten kumulativen 
Gesamtverdopplungen der Zellen auf (Abb. 40B). 
Stromazellen, die wie bereits zuvor beschrieben eine Veränderung der Morphologie sowie 
eine höhere Zellteilungsrate als die Primärzellen aufwiesen und den Kriterien entsprechend 
als immortalisiert galten, wurden zur ektopen Expression des Repressors tTRKRAB mit  
10 bzw. 20 µl virushaltigem Überstand transduziert. Für die zweite Transduktion und ektope 
Expression des Repressors tTR-KRAB wurden ausschließlich Zellen verwendet, die mit 10 µl 
virushaltiger Überstand (SV40 TAg) transduziert wurden, da dieses Volumen bereits 
ausreichend war für eine erfolgreiche Immortalisierung sowohl endothelialer als auch 
mesenchymaler Stromazellen. Das Kulturmedium wurde zur Aufrechterhaltung der 
Proliferation umgehend mit 2 µg/ml Doxyzyklin versetzt, was zur Dimerisierung des 
Repressors tTRKRAB führt und die Repression der SV40 TAg Expression inhibiert. 
Der Vektor für den Repressor kodiert für eine Puromycinresistenz-Kassette, die eine 
Selektion erfolgreich transduzierter bzw. konditionell immortalisierte Zellen ermöglicht. Zur 
Selektion wurden tTR-KRAB exprimierende Zellen mit 1 bzw. 3 µg/ml Puromycin für  
24 bis 48 Stunden behandelt. Immortalisierte Zellen sind Puromycin-sensitiv und werden in 
Anwesenheit von Puromycin nekrotisch. Doppelt-transduzierte, konditionell immortalisierte 
Zellen hingegen sind Puromycin resistent. 
Immortalisierte endotheliale sowie mesenchymale Stromazellen (- Virus) wurden in 
Anwesenheit von 1 µg /ml Puromycin nekrotisch (Abb. 41A, HUVEC F und MSZ Fett 7/5). 
In der mit 10 µl virushaltigem Überstand (tTRKRAB) transduzierten Stromazellkultur wurden 
vitale Zellen detektiert und die Konfluenz lag bei etwa 20-40 % (Abb. 41A, hier HUVEC F 
und MSZ Fett 7/5). Die Detektion Puromycin-resistenter Zellen in der Kultur mit 10 µl 
virushaltigem Überstand lässt auf eine erfolgreiche Transduktion sowohl der immortalisierten 






Abb. 40: Veränderungen der Morpholgie und Proliferation immortalisierter Zellen 
 (A) Primäre humane endotheliale (HUVEC, links) und mesenchymale (MSZ aus dem Knochenmark, 
rechts) Stromazellen nach Transduktion mit 10 µl virushaltigem Zellkulturüberstand und ektoper 
Expression des Onkogens SV40 TAg. (Maßstab: 20 µm) (B) Gesamtexpansion unbehandelter primärer 
humaner Stromazellen im Vergleich zu immortalisierten Zellen über einen Zeitraum von 18 Tagen. 
Die primären Zellen wurden mit 10, 15, 20, 30 oder 40 µl virushaltigem Zellkulturüberstand 
behandelt. 
 
Um die Funktionalität des Repressors tTR-KRAB in Puromycin-resistenten immortalisierten 
Stromazellen zu analysieren, wurden doppelt transduzierte Zellen in geringer Dichte (20 % 
Konfluenz) ausgebracht und mit (+Dox) bzw. ohne Doxyzyklin (-Dox) kultiviert. Nach 48-72 
Stunden wurde die Morphologie sowie die Konfluenz der Zellen mikroskopisch beurteilt 
(Abb. 41B). 
In Abwesenheit von Doxyzyklin wurde eine Konfluenz der Zellen von etwa 10-40% ermittelt. 
Unter Zugabe von Doxyzyklin waren die Zellen nach 48-72 Stunden zu 80-90 % konfluent. 
Weiterhin waren die Zellen in der Kultur ohne Doxyzyklin flächiger und größer als in 
Anwesenheit von Doxyzyklin (Abb. 41B). 
Die Abnahme der Proliferation sowie die Veränderung der Morphologie in Abwesenheit von 
Doxyzyklin lassen auf eine Repression der SV40 Expression schließen. Die Repression der 
SV40 Expression erfolgt durch den Repressor tTRKRAB, der nur in Abwesenheit von 
Doxyzyklin als Monomer vorliegt und an den Tet-Operator binden kann. In den doppelt 
transduzierten Zellen wird folglich das Fusionsprotein tTRKRAB exprimiert und die 
Regulation der Dimerisierung bzw. die Aktivität des Repressors kann über die Gabe von 
Doxyzyklin gesteuert werden. Demnach wurden die selektionierten primären Stromazellen 





Abb. 41: Antibiotikaselektion und Re-mortalisierung kondtionell immortalisierter Zellen 
(A) Immortalisierte Zellen wurden mit 10 µl virushaltigem Zellkulturüberstand (tTR-KRAB; + Virus) 
behandelt. Die Selektion doppelt-transduzierter Zellen erfolgte mit 1 µg/ml Puromycin. (Maßstab = 
100µm) (B) Morphologische Veränderung der konditionell immortalisierten Zellen nach 5 Tagen in 
Anwesenheit (+Dox) und Abwesenheit (- Dox) des Antibiotikums Doxyzyklin. (Maßstab = 100µm) 
 
Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Zellsortierung wurden zur Generierung von 
Einzelzellklon-Zelllinien von jeder der neun konditionell immortalisierten Primärzelllinien 96 
Einzelzellen in Vertiefungen einer 96er Flachbodenplatte abgelegt. Von den 96 abgelegten 
Einzelzellen wurden jeweils 6 Einzelzellklon-Zelllinien bei einer Konfluenz von 70-80 % auf 
6er Flachbodenplatten und anschließend auf Zellkulturflaschen mit einer Oberfläche von  
75 cm² überführt und expandiert. Während der Expansion wiesen einige Einzelzellklon-
Zelllinien der Primärzelllinien HUVEC C, ECFC 1E, MSZ KM MNZ B und MSZ KM Fett 
7/11 keine Proliferation, eine hohe Rate nekrotischer Zellen oder nicht adhärenter Zellen auf. 
Diese Einzelzellklon-Zelllinien wurden für weiterführende Versuche ausgeschlossen. Die 
Anzahl erfolgreich generierter Einzelzellklon-Zelllinien für die individuellen konditionell 
immortalisierten Primärzelllinien ist in der Tab. 43 aufgeführt. 
Tab. 43: Anzahl der konditionell immortalisierten Einzelzellklon-Zelllinien 
Stroma 
HUVEC ECFC PLVEC MSZ KM 
C F 1E 4D 1.4 3 B 7/5 7/11 





Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe der konditionellen Immortalisierung insgesamt 
neun (6 endotheliale und 3 mesenchymale) polyklonale konditionell immortalisierte 
Primärzelllinien generiert. Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Einzelzellablage konnten 
von allen polyklonalen konditionellen immortalisierten Primärzelllinien bis auf die ECFC 1E 
Einzelzellklon-Zelllinien kultiviert und expandiert werden. Die Immortalisierung der 
Primärzellen ist reversibel und ihre Proliferation kann durch die Zugabe oder das Entfernen 
des Tetrazyklin Analogons Doxyzyklin reguliert werden. Die selektionierten primären 
Stromazellen wurden somit für weiterführende Versuche erfolgreich konserviert und stellen 
keine endliche Zellquelle mehr dar. 
3.13. Selektion konditionell immortalisierter Einzelzellklon-Zelllinien 
Im folgenden Teil der Arbeit wurden die Zellen der Einzelzellklon-Zelllinien hinsichtlich 
ihrer Fähigkeit zur Expansion bzw. zum Erhalt primitiver HSVZ getestet. Um den Einfluss 
der konditionellen Immortalisierung auf die HSVZ zu untersuchen, wurden die Stromazellen 
sowohl im immortalisierten (+ Dox) als auch im re-mortalisierten (-Dox) Zustand verwendet. 
Zum Vergleich mit vorhergehenden Versuchen wurden zusätzlich Kokulturansätze mit den 
korrespondierenden primären Stromazellen durchgeführt. 
Aufgrund des großen Probenumfangs sowie aus Kostengründen, wurde die hämatopoetische 
Nachkommenschaft nur durchflusszytometrisch analysiert. Da, wie bereits an entsprechender 









keine Aussage über den Erhalt bzw. eine Expansion primitiver HSVZ ermöglicht, erfolgte die 









 Fraktion. Die zusätzlich erhobenen 











Populationen sind im Anhang aufgeführt (Tab. 68, Tab. 69, Tab. 70, Tab. 71, Tab. 72, Tab. 
73, Tab. 74, Tab. 75, Tab. 76 und Tab. 77). 









Fraktion unterstützten, sollten anschließend in weiterführenden Kokulturversuchen erneut als 
Stromazellen verwendet und die hämatopoetische Nachkommenschaft mit Hilfe aller 
verfügbaren funktionellen Analysemethoden umfangreiche analysiert werden. 
Die Kokultur wurde in Analogie zu den vorhergehenden Versuchen durchgeführt. 
Endotheliale (Screen A) und mesenchymale (Screen B) Stromazellen wurden in 




in allen Versuchsreihen unabhängig von der Zellentität 10 ng/ml EGF und FGF sowie  
2 µg/ml Doxyzyklin (+Dox) bei den konditionell immortalisiert gehaltenen Stromazellen.  








 Population wurde 
durchflusszytometrisch ermittelt (Abb. 42) und die Expansion anschließend im Vergleich zur 
eingesetzten Zellezahl berechnet. Im Mittel lag der Anteil der HSZ/MPP Fraktion in frisch 




 Zellen bei 61,2 ± 7,2 % 
(Min: 40,3 %; Max: 97,6 %, n=7). Die initiale Zellzahl der HSZ/MPP angereicherten Fraktion 
wurde individuell für jeden Kokulturansatz und jedes Nabelschnurrestblut ermittelt und 
anschließend die Expansion für die unterschiedlichen Kulturbedingungen berechnet (Abb. 43, 
Tab. 44, Tab. 45, n=3/4). 
Nach der 14-tägigen Kokultur wurden in den Ansätzen mit Zellen der Linien HUVEC C 
(Klon 2 und 3), ECFC 4E (Klon 3 und 4), PLVEC 1.4 (Klon 2 und 4), MSZ KM MNZ B 
(Klon 1), MSZ KM Fett 7/11 (Klon 1 und 2) sowie MSZ KM Fett 7/5 (Klon 1 und 2) 
mikroskopisch keine adhärenten Stromazellen detektiert (Abb. 43: mit einem Kreuz markiert, 
Tab. 44 und Tab. 45: Messwerte durchgestrichen). Diese Kulturbedingungen wurden bei der 
Auswertung der Daten nicht weiter berücksichtigt. 
Eine Expansion (Faktor > 1) der HSZ/MPP angereicherten Fraktion wurde in allen 
Versuchsreihen in Anwesenheit von Zellen der murinen Stromazelllinie AFT024 gefunden 
(Tab. 44, Tab. 45). In Kokultur mit den Primärzellen, den immortalisierten sowie re-
mortalisierten Stromazellen fand sich in den überwiegenden Ansätzen ein Verlust (Faktor < 1) 
der HSZ/MPP Fraktion. Ein reproduzierbarer Erhalt bzw. eine Expansion der HSZ/MPP 
Population in mindestens zwei von drei (MSZ) bzw. drei von vier (Endothel) Experimenten 
wurde mit re-mortalisierten Zellen der Einzelzellklon-Zelllinien ECFC 4E (Klon 2 und 4), 
PLVEC 4 (Klon 1, 3 und 5), MSZ KM MNZ B (Klon 2 und 3) und MSZ KM Fett 7/11 (Klon 
4 und 5) ermittelt (Tab. 44, Tab. 45). 
Im Vergleich zu den Primärzellen wurde mit Zellen der Stromazelllinien ECFC 4E Klon 4 
(+Dox) sowie MSZ KM Fett 7/11 Klon 4 (+Dox) eine signifikant stärkere Expansion der 
HSZ/MPP ermittelt (Abb. 43). Die im Mittel stärkste Expansion der HSZ/MPP angereicherten 
Fraktion wurde in Kokultur mit den re-mortalisierten Stromazellen der Linien ECFC 4E Klon 
2 (4,92 ± 1,88-fach, n=4), PLVEC 4 Klon 3 (3,23 ± 1,96-fach, n=4) sowie die MSZ KM  
MNZ B Klon 2 gefunden (2,36 ± 0,06-fach, n=3, Abb. 43, Tab. 44, Tab. 45). 
In der Kokultur mit re-mortalisierten Stromazellen (-Dox) wurden zudem signifikant mehr 
HSZ/MPPs im Vergleich zu den Kulturen mit immortalisierten Stromazellen (+Dox) 
































































































































































































































































































































































































































Tab. 44: Expansion der HSZ/MPP Fraktion in Kokultur mit immortalisierten Endothelzellen 
Screen 
A 
Sus AFT024 HU C 
HU C Klon 
1  
- Dox 
HU C Klon 
1  
+ Dox 
HU C Klon 
2  
- Dox 
HU C Klon 
2  
+ Dox 
HU C Klon 
3  
- Dox 
HU C Klon 
3  
+ Dox 
V1 0,00 17,20 0,38 2,60 1,81 0,00 0,00 2,78 0,00 
V2 0,00 1,30 0,10 0,90 0,00 0,16 0,00 0,30 0,28 
V3 0,79 6,91 1,51 2,97 0,12 5,41 0,37 7,08 3,11 
V4 1,15 5,83 0,40 5,39 0,41 4,20 0,32 10,45 4,57 
          
MW 0,48 7,81 0,60 2,97 0,59 2,44 0,17 5,15 1,99 
SEM 0,29 3,36 0,31 0,93 0,42 1,39 0,10 2,25 1,11 
          
p (S) - 0,123 0,743 0,037 0,874 0,182 0,214 0,099 0,165 
p (A) - - 0,120 0,244 0,092 0,267 0,109 0,563 0,227 






Klon 1  
- Dox 
HU F 
Klon 1  
+ Dox 
HU F 
Klon 2  
- Dox 
HU F 
Klon 2  
+ Dox 
HU F 
Klon 3  
- Dox 
HU F 






Klon 4  
+ Dox 
HU F 
Klon 5  
- Dox 
HU F 
Klon 5  
+ Dox 
HU F 
Klon 6  
- Dox 
HU F 
Klon 6  
+ Dox 
V1 0,83 0,99 0,14 0,42 0,00 0,29 0,00 0,45 0,00 0,00 0,47 0,00 0,00 
V2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,39 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,13 
V3 0,66 2,92 0,12 2,48 0,09 1,53 0,36 0,95 0,00 2,66 0,05 0,82 0,00 
V4 0,33 2,05 0,09 2,95 0,33 1,42 0,08 0,34 0,04 2,54 0,30 0,68 0,00 
              
MW 0,46 1,49 0,09 1,46 0,11 0,90 0,11 0,44 0,02 1,30 0,21 0,37 0,03 
SEM 0,18 0,63 0,03 0,73 0,08 0,33 0,08 0,20 0,01 0,75 0,11 0,22 0,03 
              
p (S) 0,943 0,105 0,256 0,120 0,184 0,030 0,234 0,868 0,207 0,188 0,438 0,425 0,239 
p (A) 0,105 0,156 0,103 0,170 0,107 0,141 0,106 0,111 0,104 0,170 0,102 0,118 0,105 




















































Klon 6  
+ Dox 
V1 0,51 0,00 0,00 9,26 0,28 4,00 1,85 2,60 4,63 0,00 0,00 0,38 0,15 
V2 0,06 0,20 0,09 1,57 0,00 1,15 0,00 0,08 1,20 0,10 0,00 0,00 1,31 
V3 1,09 1,43 0,17 1,98 0,89 3,79 0,84 3,87 2,65 3,37 0,31 0,52 0,10 
V4 0,46 2,37 0,15 6,86 2,27 1,64 2,50 5,15 3,15 3,70 0,18 3,51 0,00 
              
MW 0,53 1,00 0,10 4,92 0,86 2,65 1,30 2,93 2,91 1,79 0,12 1,10 0,39 
SEM 0,21 0,56 0,04 1,88 0,51 0,73 0,55 1,08 0,71 1,01 0,07 0,81 0,31 
              
p (S) 0,872 0,153 0,235 0,103 0,236 0,076 0,179 0,062 0,049 0,170 0,216 0,376 0,871 
p (A) 0,115 0,153 0,107 0,269 0,138 0,163 0,127 0,233 0,166 0,207 0,107 0,155 0,127 







Klon 1  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 1  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 2  
- Dox 
PL 1.4 






Klon 4  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 5  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 5  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 6  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 6  
+ Dox 
V1 0,54 0,88 0,45 0,60 0,42 2,09 0,23 0,57 0,00 0,00 0,00 
V2 0,17 0,11 1,36 0,33 0,00 0,00 3,91 0,10 0,45 0,00 1,93 
V3 2,12 2,33 0,86 3,20 1,08 0,45 0,00 1,10 0,07 2,10 0,63 
V4 0,53 3,38 1,46 4,94 1,33 1,42 0,00 3,03 0,00 1,96 0,72 
            
MW 0,84 1,68 1,03 2,27 0,71 0,99 1,04 1,20 0,13 1,01 0,82 
SEM 0,43 0,73 0,23 1,10 0,30 0,47 0,96 0,64 0,11 0,59 0,40 
            
p (S) 0,445 0,078 0,145 0,116 0,085 0,419 0,665 0,172 0,393 0,199 0,578 
p (A) 0,130 0,175 0,153 0,235 0,125 0,104 0,190 0,153 0,111 0,151 0,157 






Klon 1  
- Dox 
PL 4 
Klon 1  
+ Dox 
PL 4 
Klon 2  
- Dox 
PL 4 
Klon 2  
+ Dox 
PL 4 
Klon 3  
- Dox 
PL 4 






Klon 4  
+ Dox 
PL 4 
Klon 5  
- Dox 
PL 4 
Klon 5  
+ Dox 
PL 4 
Klon 6  
- Dox 
PL 4 
Klon 6  
+ Dox 
V1 0,36 1,17 0,00 4,66 1,70 1,01 0,74 0,66 0,12 2,75 0,84 0,41 0,00 
V2 0,04 0,17 0,26 0,41 0,00 0,07 0,76 0,21 0,60 0,18 0,23 0,00 0,00 
V3 1,04 1,35 2,35 2,46 0,63 8,73 0,28 3,79 3,07 3,55 1,44 2,03 0,00 
V4 0,13 2,82 2,65 4,03 0,31 3,14 0,23 6,01 4,89 6,00 3,09 2,03 0,12 
              
MW 0,39 1,38 1,32 2,89 0,66 3,23 0,50 2,67 2,17 3,12 1,40 1,12 0,03 
SEM 0,23 0,55 0,69 0,95 0,37 1,96 0,14 1,37 1,11 1,20 0,62 0,53 0,03 
              
p (S) 0,789 0,074 0,134 0,076 0,763 0,223 0,968 0,137 0,135 0,071 0,087 0,102 0,187 
p (A) 0,111 0,148 0,172 0,160 0,097 0,334 0,115 0,275 0,242 0,254 0,159 0,147 0,104 
p (Pr) - 0,191 0,241 0,079 0,526 0,205 0,749 0,188 0,204 0,104 0,220 0,209 0,228 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension; HU = HUVEC; 
PL = PLVEC; Dox = Doxyzyklin; MW = Mittelwert; n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert;  
p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024; p (Pr) = Signifikanzberechnung im Vergleich zu Zellen der primären 
Stromazelllinien (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 sind fett gedruckt dargestellt. 












Klon 1  
- Dox 
MNZ B 
Klon 1  
+ Dox 
MNZ B 
Klon 2  
- Dox 
MNZ B 
Klon 2  
+ Dox 
MNZ B 
Klon 3  
- Dox 
MNZ B 
Klon 3  
+ Dox 
V1 0,37 6,31 1,52 5,35 2,39 2,47 2,25 3,70 1,87 
V2 0,11 1,24 1,18 7,90 1,41 2,29 1,35 3,48 0,81 
V3 0,18 3,16 0,00 4,26 1,70 2,32 1,12 0,44 2,66 
          
MW 0,22 3,57 0,90 5,84 1,83 2,36 1,57 2,54 1,78 
SEM 0,08 1,48 0,46 1,08 0,29 0,06 0,34 1,05 0,53 
          
p (S) - 0,139 0,253 0,037 0,017 0,001 0,039 0,152 0,093 
p (A) - - 0,194 0,424 0,281 0,486 0,239 0,593 0,310 







Klon 1  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 1  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 2  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 2  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 4  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 4  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 5  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 5  
+ Dox 
V1 4,35 9,43 2,41 4,03 6,08 0,27 6,48 1,05 1,88 
V2 0,56 0,92 0,58 1,06 2,16 0,00 9,09 0,34 0,41 
V3 1,99 1,84 1,08 1,76 3,46 0,17 0,94 1,42 1,66 
          
MW 2,30 4,06 1,35 2,28 3,90 0,15 5,50 0,94 1,31 
SEM 1,11 2,70 0,55 0,90 1,15 0,08 2,40 0,32 0,46 
          
p (S) 0,180 0,280 0,135 0,128 0,075 0,179 0,160 0,132 0,110 
p (A) 0,076 0,748 0,142 0,169 0,429 0,135 0,590 0,188 0,178 







Klon 1  
- Dox 
Fett 7/5 
Klon 1  
+ Dox 
Fett 7/5 
Klon 2  
- Dox 
Fett 7/5 
Klon 2  
+ Dox 
V1 5,68 2,81 2,02 3,99 1,95 
V2 1,03 1,19 0,00 0,58 0,45 
V3 1,84 2,84 0,35 1,31 1,24 
      
MW 2,85 2,28 0,79 1,96 1,21 
SEM 1,43 0,54 0,62 1,04 0,43 
      
p (S) 0,192 0,053 0,403 0,210 0,109 
p (A) 0,157 0,365 0,088 0,084 0,155 
p (Pr) - 0,676 0,127 0,157 0,258 
 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre 
Zellen aus den Knochenmark; Dox = Doxyzyklin;  
MW = Mittelwert; n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert;  
p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; 
p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024;  
p (Pr) = Signifikanzberechnung im Vergleich zu Zellen der 
primären Stromazelllinien (t-Test, zweiseitig, gepaart); 
Signifikanzen p<0,05 sind fett gedruckt dargestellt. 
Durchgestrichene Werte: keine adhärenten Stromazellen 
detektierbar. 
 
Aus den Versuchen wird deutlich, dass Zellen humaner Einzelzellklon-Zelllinien einen Erhalt 









Population unterstützen. Bei den humanen Stromazellen wurde eine stärkere Expansion dieser 
Fraktion in Abwesenheit von Doxyzyklin bzw. in Kokultur mit re-mortalisierten Stromazellen 
gefunden. Für weiterführende Versuche und die umfangreiche funktionelle Analyse der 
hämatopoetischen Nachkommenschaft wurden die Einzelzellklon-Zelllinien ECFC 4E Klon 2 
und Klon 4, PLVEC 4 Klon 3, MSZ KM MNZ B Klon 2 und Klon 3 sowie MSZ KM Fett 





Abb. 43: Expansion von HSZ/MPP in Kokultur mit Zellen konditionell immortalisierter 
Einzelzellklon-Zelllinien 
Graphische Darstellung der Werte aus Tab. 44. (A – B) Berechnete Expansion HSZ/MPP 
angereicherte Fraktion nach 14-tägiger Kokultur. Neben den Kontrollen (Suspension, AFT024) 
wurden Zellen konditionell immortalisierter Einzelzellklon-Zelllinien sowie die korrespondierenden 
Primärzellen (K = Kontrolle) verwendet. Die Kokultur mit den Zellen konditionell immortalisierter 
Einzelzellklon-Zelllinien wurde sowohl in Anwesenheit (+) als auch in Abwesenheit  











3.13.1. Kokultur von HSVZ mit selektionierten Einzelzellklon-Zelllinien 
Um das Differenzierungspotential der hämatopoetischen Nachkommenschaft und die 
Quantität primitiver HSVZ in Kokultur mit Zellen der konditionell immortalisierten 
Einzelzellklon-Zelllinien genauer zu analysieren, wurden erneut Kokulturen mit Zellen der 
zuvor selektionierten Einzelzellklon-Zelllinien durchgeführt. Aufgrund der vorhergehenden 
Befunde, wurden die Stromazellen für die Kokulturexperimente nur im re-mortalisierten 
Zustand (-Dox) verwendet. Da re-mortalisierte Stromazellen nur geringfügige Proliferation 
aufweisen, wurden die Zellen der Einzelzellklon-Zelllinien vor Beginn der Kokultur mit einer 
Dichte von 2500 Zellen/cm² (70-80 % Konfluenz) ausgebracht. Weiterhin haben unabhängige 
Versuche (nicht näher dokumentiert) gezeigt, dass re-mortalisierte endotheliale Stromazellen 
über den Zeitraum von 14 Tagen im Kokulturmedium IMDM10 mit SCF, TPO und Flt3-L 
einen konfluenten Stroma mit vitalen Zellen ausbilden. Folglich wurde dem Kokulturmedium 
weder EGF noch FGF zugesetzt. 
Die Analyse der hämatopoetischen Nachkommenschaft und Quantifizierung primitiver HSVZ 
erfolgte mit Hilfe der zuvor etablierten in vitro Analysemethoden. Die Ergebnisse der 











 und HSZ/MPP Fraktion wurden zusätzlich dokumentiert 
(Abb. 44, Abb. 45A und B, Tab. 78, Tab. 79). Die Ergebnisse der phänotypischen 
Quantifizierung werden hier aufgrund der vorhergehenden Erkenntnisse nicht weiter 
ausgeführt und auch nicht zur Beurteilung der Kulturbedingungen herangezogen. 
 
Abb. 44: Durchflusszytometrische Charakterisierung der HSVZ in Kokultur mit Zellen 
immortalisierter Stromazelllinien 

















 Fraktionen nach 14-tägiger Kokultur mit Zellen 









 HSVZ mit Zellen der konditionell immortalisierten 
Einzelzellklon-Zelllinien wurde in Analogie zu den vorhergehenden Versuchen durchgeführt. 









 in die zuvor 
etablierten in vitro Differenzierungsansätze (LTC-IC, NK-IC, CFC, Erythrozyten, 
Megakaryozyten und T-Zell Ansatz) eingebracht. 




 Fraktion liegt in allen 
Kulturen im Mittel unter 1 % (Tab. 46, n=5). Die mittlere Expansion von LTC-ICs war in 
Kokultur mit allen Zellen re-mortalisierten Stromazellen höher als in der Referenz. Ein stärker 
Expansion von Zellen mit LTC-IC Potential als in der AFT024 Kontrolle (3,85 ± 1,39-fach; 
Abb. 45, Tab. 46C, n=5) in allen Versuchen wurde mit Zellen der MSZ KM MNZ B Klon 2 





 mit NK-IC Potential an der gesamten Nachkommenschaft liegt 
zwischen 1,74 ± 0,42 % (ECFC 4E Klon 2) und maximal 4,61 ± 1,03 % (MSZ KM Fett 7/11). 
Die im Mittel höchste Amplifikation von NK-ICs wurde im Vergleich zur AFT024  
(56,59 ± 16,06-fach, Abb. 45D, Tab. 46, n=5) in der Ko-Kultur mit Zellen der MSZ KM 
MNZ B Klon 2 gefunden (76,43 ± 23,51-fach, Abb. 45D, Tab. 46, n=5). 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 1,83% 0,16% 0,36% 2,38% 0,85% 1,30% 0,31% 0,53% 
V2 4,22% 0,60% 1,24% 0,13% 0,14% 0,21% 0,16% 0,19% 
V3 0,44% 0,35% 0,31% 0,41% 1,76% 0,47% 0,40% 0,53% 
V4 0,94% 0,00% 0,06% 0,00% 0,55% 0,03% 0,04% 0,13% 
V5 1,96% 0,46% 0,55% 0,16% 1,34% 0,34% 0,00% 0,26% 
         
MW 1,88% 0,31% 0,50% 0,62% 0,93% 0,47% 0,18% 0,33% 
SEM 0,65% 0,11% 0,20% 0,45% 0,29% 0,22% 0,08% 0,08% 
         
p (S) - 0,056 0,043 0,196 0,341 0,117 0,065 0,088 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 1,97 1,43 4,05 23,97 11,32 20,50 6,26 9,88 
V2 2,88 4,82 12,27 1,34 1,05 2,38 2,96 2,75 
V3 0,65 5,31 6,27 5,12 13,65 13,23 14,65 11,84 
V4 2,27 0,00 1,42 0,00 5,27 0,84 1,19 3,70 
V5 2,16 7,69 10,17 2,39 16,25 5,95 0,00 6,17 
         
MW 1,99 3,85 6,84 6,56 9,51 8,58 5,01 6,87 
SEM 0,37 1,39 1,97 4,43 2,79 3,67 2,63 1,75 
         
p (S) - 0,278 0,062 0,368 0,068 0,164 0,364 0,079 












MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 4,12% 8,69% 6,59% 10,09% 8,17% 2,81% 5,37% 5,83% 
V2 8,20% 1,93% 2,09% 2,86% 3,59% 2,30% 1,86% 1,71% 
V3 1,61% 7,11% 7,87% 5,54% 5,55% 2,03% 2,63% 3,60% 
V4 1,29% 2,07% 3,31% 1,49% 2,29% 1,05% 1,09% 1,38% 
V5 4,20% 2,76% 2,46% 0,91% 3,46% 0,51% 0,79% 0,67% 
         
MW 3,88% 4,51% 4,46% 4,18% 4,61% 1,74% 2,35% 2,64% 
SEM 1,24% 1,41% 1,16% 1,68% 1,03% 0,42% 0,82% 0,93% 
         
p (S) - 0,785 0,796 0,896 0,675 0,141 0,352 0,489 
p (A) - - 0,942 0,639 0,858 0,080 0,052 0,041 
 
NK-IC Sus AFT024 
MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 4,45 78,28 74,24 101,70 108,76 44,45 109,32 107,84 
V2 5,60 15,50 20,68 28,76 28,04 26,66 35,09 24,26 
V3 2,37 106,49 159,91 68,37 42,93 56,61 97,44 80,68 
V4 3,12 36,65 82,12 25,55 21,98 26,99 32,84 37,96 
V5 4,65 46,04 45,76 13,43 41,88 8,90 26,21 16,09 
         
MW 4,04 56,59 76,54 47,56 48,71 32,72 60,18 53,37 
SEM 0,57 16,06 23,51 16,38 15,54 8,20 17,80 17,59 
         
p (S) - 0,033 0,039 0,058 0,045 0,028 0,036 0,050 
p (A) - - 0,177 0,499 0,646 0,094 0,722 0,786 
Alle Werte sind in % und als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension;  
MNZ = Mononukleäre Zellen aus den Knochenmark; MW = Mittelwert;  
p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024; (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 sind fett gedruckt 
dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 signifikant höher, ist der 
Signifikanzwert mit einem *-Symbol markiert. 
 









HSVZ durchflusszytometrisch sortiert und in den CFC Ansatz eingebracht (Abb. 45, Tab. 47, 




 Fraktion nach Kokultur mit 
re-mortalisierten humanen Stromazellen war in allen Versuchen im Vergleich zu frisch 
isolierten HSVZ etwa 3 bis 4-fach geringer (min: 6,12 ± 0,42 %; max: 8,67 ± 0,60 %, n=5, 




 Fraktion waren anteilsmäßig weniger koloniebildende 
Zellen enthalten (min: 0,53 ± 0,08 %; max: 2,95 ± 1,52 %, n=5, Tab. 47). 




 Zellen mit CFC Potential wurde 
gegenüber den Zellen der AFT024 (24,31 ± 3,75-fach, Abb. 45E, Tab. 47, n=5) in der 
Kokultur mit Zellen der MSZ KM MNZ B Klon 2 (36,01 ± 4,23-fach, Abb. 45E, Tab. 47, 
n=5) ermittelt. 




 Fraktion expandierten hingegen in der 
Kokultur mit den murinen Stromazellen besser als mit Zellen der humanen Stromazelllinien. 




 Fraktion wurde bei 
den humanen re-mortalisierten Stromazellen in der Kokultur mit Zellen der MSZ KM MNZ B 


















MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 15,96% 7,33% 9,33% 6,67% 8,00% 6,95% 6,67% 9,67% 
V2 4,08% 4,33% 5,33% 7,00% 6,67% 7,33% 6,00% 7,00% 
V3 12,90% 2,67% 6,00% 6,33% 7,00% 8,26% 4,67% 8,33% 
V4 13,16% 2,67% 6,67% 9,33% 10,89% 9,30% 6,11% 7,97% 
V5 14,29% 4,00% 4,33% 5,00% 6,67% 6,25% 7,14% 10,36% 
         
MW 12,08% 4,20% 6,33% 6,87% 7,85% 7,62% 6,12% 8,67% 
SEM 2,07% 0,85% 0,84% 0,70% 0,80% 0,53% 0,42% 0,60% 
         
p (S)  0,019 0,037* 0,083 0,100 0,108 0,041* 0,105 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 3,40 33,42 45,17 26,10 21,96 7,80 23,90 32,33 
V2 0,81 19,14 22,83 24,03 18,12 8,88 21,63 16,09 
V3 3,37 27,89 45,00 35,56 23,79 20,93 25,30 26,32 
V4 3,08 12,46 35,32 30,83 13,34 6,85 10,13 14,42 
V5 2,95 28,62 31,73 24,29 32,11 5,46 28,51 20,89 
         
MW 2,72 24,31 36,01 28,16 21,87 9,98 21,89 22,01 
SEM 0,49 3,75 4,23 2,21 3,13 2,79 3,15 3,31 
         
p (S) - 0,004 0,001 0,001 0,003 0,057 0,004 0,003 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 4,89% 3,67% 1,33% 0,67% 1,33% 0,67% 0,67% 1,44% 
V2 3,51% 4,67% 1,33% 1,33% 2,00% 0,67% 0,67% 0,83% 
V3 3,59% 7,00% 1,21% 0,67% 1,13% 0,33% 0,33% 8,33% 
V4 6,67% 7,00% 7,46% 4,67% 2,20% 0,67% 0,67% 4,17% 
V5 1,01% 2,00% 0,33% 0,33% 1,23% 0,33% 0,33% 0,00% 
         
MW 3,93% 4,87% 2,33% 1,53% 1,58% 0,53% 0,53% 2,95% 
SEM 0,93% 0,97% 1,30% 0,80% 0,22% 0,08% 0,08% 1,52% 
         
p (S)  0,280 0,101 0,015* 0,045* 0,018* 0,018* 0,545 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 0,42 43,61 2,45 0,92 2,85 0,21 1,38 1,75 
V2 0,49 48,25 3,99 3,55 5,57 0,43 1,75 1,25 
V3 0,15 78,38 1,49 0,48 0,81 0,01 0,38 4,96 
V4 1,07 81,00 21,39 10,93 2,14 0,36 1,38 3,44 
V5 0,04 25,07 0,58 0,68 1,98 0,12 0,93 0,00 
         
MW 0,44 55,26 5,98 3,31 2,67 0,22 1,16 2,28 
SEM 0,18 10,71 3,89 1,98 0,80 0,08 0,23 0,87 
         
p (S) - 0,007 0,211 0,188 0,045 0,192 0,021 0,093 
p (A) - - 0,005* 0,006* 0,009* 0,007* 0,007* 0,006* 
Alle Werte sind in % und als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension;  
MNZ = Mononukleäre Zellen aus den Knochenmark; MW = Mittelwert;  
p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024; (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 sind fett gedruckt 
dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 signifikant höher, ist der 
Signifikanzwert mit einem *-Symbol markiert. 
 
Die Diskriminierung erythrozytärer, myeloischer sowie erythro-myeloischer Kolonien im 




 Zellen CFU-G, CFU-M sowie CFU-GM Kolonien 
hervorbrachten (Abb. 45F, Tab. 80, n=5). CD133
+
 Zellen mit erythrozytärem bzw. erythro-
myeloischem Koloniebildungspotential wurden in 6 von 40 Ansätzen detektiert (Abb. 45F, 




 Zellen realisierten CFU-G, BFU-E und 





Abb. 45: Expansion von HSVZ mit LTC-IC, NK-IC und CFC Potential in Kokultur mit 




Graphische Darstellung der Werte aus Tab. 46, Tab. 47, Tab. 79, Tab. 80 und Tab. 81. (A) Nach  
14-tägiger Kokultur mit re-mortalisierten humanen Stromazellen, der AFT024 oder in Suspension 
wurde die Expansion hämatopoetischer Subpopulationen durchflusszytometrisch quantifiziert.  
(B – E) Expandierte CD133+CD34+ und CD133lowCD34+ Zellen wurde an Tag 14 
durchflusszytometrisch isoliert und die Expansion von Zellen mit LTC-IC, NK-IC und CFC Potential 
ermittelt. (F - G) Im CFC Ansatz wurden morphologisch 5 verschiedene Kolonietypen unterschieden: 
CFU-MIX, BFU-E/CFU-E, CFU-G, CFU-GM und CFU-M. (Mittelwerte ± SEM). Die Zahlen über 
den Balken repräsentieren die Anzahl der CFC Ansätze mit erythrozytären und/oder erythro-
myeloischen Kolonien. (Signifikanzen: * gegen Suspension, # gegen AFT024, p<0,05) 
 









 Fraktion durchflusszytometrisch sortiert und 
im Erythrozyten, Megakaryozyten und T-Zell Ansatz analysiert (Abb. 46, Tab. 48, Tab. 49 

















) erfolgte durchflusszytometrisch. Da 
alle drei Differenzierungsansätze keinen klonale Analysemethode darstellen, ermöglicht die 
durchflusszytometrisch ermittelte Anzahl reifer Erythrozyten, Megakaryozyten und T-Zellen 
keinen direkten Rückschluss auf die absolute Anzahl primitiver HSVZ mit Erythrozyten, 
Megakaryozyten bzw. T-Zell Potential. Um eine objektive Beurteilung der gewonnen Daten 
und einen Vergleich der Kulturbedingungen zu ermöglichen, wurde die zuvor ermittelte 














 Zellen in Kokultur mit Zellen der MSZ KM MNZ B Klon 2 
(Versuch 2) im Erythrozytenansatz dargestellt: 




 HSVZ (Startd0 = 1.000 Zellen) in die Kokultur mit Zellen 
eingebracht und expandierten in Kokultur mit Zellen der MSZ KM MNZ B Klon 2 93,3-fach 










Zellen (Eryd14 = 2.171 Zellen) im Erythrozyten Ansatz hervor. Die Berechnung der absoluten 




 Gesamtpopulation (EryGesamt) erfolgte mit 
folgender Formel: 
((Sortd14  *  Stardd0)  /  *  Expd14)  *  Eryd14  /  = EryGesamt 
((93,3-fach  *  1.000 Zellen)  /  2.111 Zellen)  *  2.171 Zellen  =  95.951 Erythrozyten 





 HSVZ mit erythrozytärem Differenzierungspotential in einzelnen 














 Zellen mit erythrozytärem Differenzierungspotential wurden in Anwesenheit 
der AFT024 in allen Versuchen detektiert. In der Kokultur mit Zellen der MSZ KM MNZ B 









 Zellen gefunden. 













MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 0 475 95951 172552 246502 1092 126799 489766 
V3 0 0 547 0 0 0 0 0 
V4 0 0 0 0 0 0 0 0 
V5 0 0 0 0 0 0 0 325 
         
MW 0 119 24132 43138 61625 273 31700 122523 
SEM 0 119 23950 43138 61625 273 31700 122414 
         
p (S) - 0,391 0,388 0,391 0,391 0,391 0,391 0,391 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 309 1605644 114943 15506 165032 6 74800 46035 
V2 24713 1335131 210804 271 109242 145 12849 131394 
V3 0 184962 0 161 0 31 0 0 
V4 0 284865 4465 16285 123 0 0 0 
V5 68 61432 101 0 0 0 242 419 
         
MW 5018 694407 66063 6445 54879 36 17578 35570 
SEM 4924 321621 42337 3860 34721 28 14518 25552 
         
p (S) - 0,097 0,185 0,856 0,206 0,367 0,467 0,219 
p (A) - - 0,092 0,098 0,090 0,097 0,094 0,095 




 Zellen der gesamten 
hämatopoetischen Subpopulation. Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre Zellen aus 
den Knochenmark; MW = Mittelwert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension;  
p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024; (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen 
p<0,05 sind fett gedruckt dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 
signifikant höher, ist der Signifikanzwert mit einem *-Symbol markiert. 
 




 Fraktion im Megakaryozyten-Flüssigkulturansatz ergab, dass 





Zellen mit megakaryozytärem Differenzierungspotential aufwies 
(Abb. 46B, Tab. 49, n=5). In der Kokultur mit Zellen der Stromazelllinien MSZ KM MNZ B 















im Megakaryozyten Ansatz in drei von fünf Versuchen detektiert (Abb. 46B, Tab. 49, n=5). 
In der Kokultur mit humanen re-mortalisierten Stromazellen wurden nur in einzelnen 




 HSVZ mit megakaryozytärem 


















MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 0 0 5311 17674 16566 0 0 0 
V2 0 11050 0 0 0 0 0 0 
V3 0 0 12369 7845 162 0 6659 892 
V4 0 0 12022 1370 0 0 0 0 
V5 0 1288 2428 1658 637 2022 0 0 
         
MW 0 2468 6426 5709 3473 404 1332 178 
SEM 0 2160 2502 3283 3275 404 1332 178 
         
p (S) - 0,317 0,062 0,157 0,349 0,374 0,374 0,374 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 0 0 0 0 295 17 258 584 
V2 0 3078 0 0 0 0 0 0 
V3 10 1085 0 0 0 0 0 0 
V4 87 13652 0 1029 0 0 0 0 
V5 0 0 0 0 0 54 0 0 
         
MW 19 3563 0 206 59 14 52 117 
SEM 17 2584 0 206 59 10 52 117 
         
p (S) - 0,240 0,319 0,379 0,579 0,838 0,611 0,471 
p (A) - - 0,240 0,232 0,250 0,242 0,249 0,260 




 Zellen der gesamten 
hämatopoetischen Subpopulation. Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre Zellen aus 
den Knochenmark; MW = Mittelwert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension;  
p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024; (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen 
p<0,05 sind fett gedruckt dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 
signifikant höher, ist der Signifikanzwert mit einem *-Symbol markiert. 
 
Zellen mit T-Zell Differenzierungspotential wurden in Kokultur mit Zellen humaner 




 Zellpopulation detektiert (Abb. 46C, Tab. 50, 
n=5). Dabei exprimierte der überwiegende Anteil der in vitro generierten T-Zellen das 





 HSVZ wurden sowohl mit der AFT024 als auch mit den 
humanen re-mortalisierten Stromazellen in allen Versuchsreihen gefunden (Abb. 46C,  




 HSVZ in der Kokultur mit Zellen der murinen Stromazelllinie 
AFT024 generierten 2 bis 3-fache mehr T-Zellen (330.354 ± 122.168 T-Zellen) im Vergleich 





 Zellen mit T-Zell Differenzierungspotential wurden in Kokultur mit Zellen 
der murinen Stromazelllinie und Zellen der Stromazelllinie MSZ KM MNZ B Klon 2 in fünf 
von fünf Versuchen detektiert (Abb. 46C, Tab. 51, n=5). In den Kokulturansätzen mit Zellen 




 Zellen mit T-










 Fraktion in 




MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 
7/11 Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 93750 441009 346747 321757 128209 274330 60981 444295 
V2 4073 36188 4728 4683 2271 9884 7142 36484 
V3 4029 210435 9971 39162 47722 51905 35758 19725 
V4 5684 439326 32698 11843 30641 7999 5240 27085 
V5 10468 166789 5298 10191 40878 16152 17726 18345 
         
MW 23601 258749 79889 77527 49944 72054 25369 109187 
SEM 17577 79420 66911 61349 21045 51193 10421 83839 
         
p (S) - 0,029 0,319 0,288 0,026 0,228 0,872 0,267 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 
7/11 Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 12750 32069 45730 88906 58039 56678 126025 232652 
V2 2223 12869 3469 6350 1700 3125 8565 25304 
V3 3139 16769 34499 24660 71894 13318 8948 14925 
V4 18200 178340 39631 21512 17077 7309 2396 55638 
V5 2270 23313 6347 5321 61132 14085 33695 1331 
         
MW 7716 52672 25935 29350 41968 18903 35926 65970 
SEM 3287 31585 8778 15390 13715 9656 23155 42619 
         
p (S) - 0,194 0,052 0,199 0,082 0,288 0,279 0,228 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 
7/11 Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 1974 14413 16978 20875 8070 16813 15743 79189 
V2 248 6166 1569 5002 1128 781 1423 5599 
V3 953 5002 6774 5345 8613 4809 6867 2277 
V4 1129 63071 8801 3528 7029 1007 0 5433 
V5 1729 6012 2097 3111 6491 1303 9262 1656 
         
MW 1207 18933 7244 7572 6266 4943 6659 18831 
SEM 304 11164 2794 3353 1338 3058 2838 15111 
         
p (S) - 0,187 0,083 0,117 0,011 0,264 0,104 0,303 
p (A) - - 0,338 0,403 0,313 0,312 0,391 0,996 
 
Gesamt Sus AFT024 
MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 
7/11 Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 108474 487491 409455 431538 194319 347821 202749 756137 
V2 6544 55223 9766 16035 5099 13790 17131 67388 
V3 8122 232206 51244 69167 128230 70032 51574 36927 
V4 25013 680737 81130 36882 54746 16315 7636 88156 
V5 14467 196115 13743 18623 108500 31540 60683 21332 
         
MW 32524 330354 113068 114449 98179 95900 67954 193988 
SEM 19263 111985 75241 79838 32251 63778 35151 141017 
         
p (S)  0,046 0,225 0,251 0,042 0,236 0,132 0,256 
p (A)   0,094 0,122 0,096 0,100 0,076 0,389 





 Population. Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre Zellen aus den 
Knochenmark; MW = Mittelwert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension;  
p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024; (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen 
p<0,05 sind fett gedruckt dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 















 Fraktion in 




MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 
7/11 Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 0 2735 210 0 681 11 0 0 
V2 0 427 0 0 0 228 0 0 
V3 6 0 606 0 0 26 800 0 
V4 0 16382 893 0 0 0 493 793 
V5 15 0 222 0 0 0 0 0 
         
MW 4 3909 386 0 136 53 259 159 
SEM 3 3159 160 0 136 44 166 159 
         
p (S) - 0,284 0,076 0,228 0,391 0,341 0,200 0,388 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 
7/11 Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 0 633 105 80 167 11 0 0 
V2 0 2907 0 0 0 0 360 0 
V3 0 422 193 0 0 108 0 0 
V4 0 2093 2679 0 147 0 329 1658 
V5 0 0 0 0 0 32 0 0 
         
MW 0 1211 595 16 63 30 138 332 
SEM 0 551 522 16 39 20 85 332 
         
p (S) - 0,093 0,318 0,374 0,179 0,212 0,178 0,374 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 
7/11 Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 0 0 0 0 0 0 0 0 
V2 0 826 0 0 0 0 0 0 
V3 0 0 0 0 0 26 0 0 
V4 0 6189 0 263 0 27 0 0 
V5 0 607 0 0 0 0 0 0 
         
MW 0 1524 0 53 0 11 0 0 
SEM 0 1178 0 53 0 6 0 0 
         
p (S) - 0,265 n. v. 0,374 n. v. 0,178 n. v. n. v. 
p (A) - - 0,265 0,261 0,265 0,267 0,265 0,265 
 
Gesamt Sus AFT024 
MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 
7/11 Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 0 3368 315 80 848 21 0 0 
V2 0 4161 0 0 0 228 360 0 
V3 6 422 799 0 0 160 800 0 
V4 0 24664 3572 263 147 27 822 2451 
V5 15 607 222 0 0 32 0 0 
         
MW 4 6644 982 69 199 94 396 490 
SEM 3 4565 661 51 165 42 182 490 
         
p (S) - 0,220 0,214 0,287 0,305 0,107 0,098 0,379 
p (A) - - 0,225 0,219 0,231 0,226 0,235 0,206 





 Population. Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre Zellen aus den 
Knochenmark; MW = Mittelwert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension;  
p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024; (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen 






Abb. 46: Quantifizierung von Zellen mit Erythrozyten, Megakaryozyten und T-Zell 
Differenzierungspotential nach Kokultur mit Zellen konditionell immortalisierter 
Einzelzellklon-Zelllinien 





wurden nach 14-tägiger Kokultur mit Zellen konditionell immortalisierter 
Einzelzellklon-Zelllinien durchflusszytometrisch sortiert und in den Erythrozyten, Megakaryozyten und 
T-Zell Ansatz eingebracht. Berechnete Expansion von Zellen mit Erythrozyten, Megakaryozyten und 
T-Zell Differenzierungspotential. (Mittelwerte ± SEM). Die Zahlen über den Balken repräsentieren die 





Die Ergebnisse der zuvor durchgeführten funktionellen Analysen sind in der Tab. 52 
zusammengefasst. Die einzelnen Zahlenwerte in der Tabelle geben an, in wie vielen 
Kokulturexperimenten HSVZ mit LTC-IC, NK-IC, BFU-E, CFU-G/M/GM, Erythrozyten und 









Zellpopulation in Kokultur mit Zellen konditionell immortalisierter humaner Stromazelllinien 
detektiert werden konnten. Die CD34
+
 Fraktion wurde nicht eigenständig untersucht und stellt 








 Population dar. 
Zellen der Einzelzellklon-Zelllinien MSZ KM MNZ B Klon 2 und Klon 3 (in 27/25 von  
34 Analysen), MSZ KM Fett 7/11 Klon 5 (in 24 von 34 Analysen) und PLVEC 4 Klon 3  
(in 24 von 34 Analysen) unterstützen im Vergleich zu Zellen der murinen Stromazelllinie 









Zellen mit erythrozytärem, erythro-myeloischem und myeloischem Koloniebildungspotential 
sowie Megakaryozyten und T-Zellpotential hingegen wurden in Kokultur mit Zellen der 
murinen Stromazelllinie AFT024 besser erhalten (in 21 von 25 Analysen). Bei der 
Betrachtung der gesamten CD34
+









 Zellen umfasst, wurde verglichen mit Zellen der murinen Stromazelllinie  
(in 31 von 35 Analysen) in der Kokultur mit Zellen der MSZ KM MNZ B Klon 2 (in 34 von 
35 Analysen) der Erhalt bzw. die Expansion aller analysierten Linienpotentiale häufiger bzw. 
nahezu in jedem Versuch ermöglicht. Folglich stellt die in vitro Expansion von HSVZ in 
Kokultur mit Zellen der MSZ KM MNZ B Klon 2 die geeignetsten Kulturbedingungen zum 
Erhalt aller hämatopoetischen Linienpotentiale in der gesamten hämatopoetischen 
Nachkommenschaft dar 
Tab. 52: Erhalt der getesteten Differenzierungspotentiale 
 
  Sus AFT024 
KM MNZ  
B Klon 2 
KM MNZ  
B Klon 3 
KM Fett 















LTC-IC 4 4 5 4 5 4 4 5 5 
NK-IC 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
BFU-E/CFU-Mix 0 1 1 1 0 2 0 1 5 
CFU-G/M/GM 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
Erythrozyten 0 1 2 1 1 1 1 2 4 
Megakaryozyten 0 2 4 4 3 1 1 1 5 
T-Zellen 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
 








 BFU-E/CFU-Mix 3 3 4 2 4 2 3 1 5 
CFU-G/M/GM 5 5 4 4 5 4 4 4 5 
Erythrozyten 3 5 4 4 3 3 3 3 5 
Megakaryozyten 2 3 0 1 1 2 1 1 5 
T-Zellen 2 5 4 2 2 5 2 1 5 
 







LTC-IC 4 4 5 4 5 4 4 5 5 
NK-IC 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
BFU-E/CFU-Mix 3 3 5 3 4 2 3 1 5 
CFU-G/M/GM 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
Erythrozyten 3 5 5 4 3 3 3 3 5 
Megakaryozyten 2 4 4 4 3 2 1 2 5 
T-Zellen 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
 







Das primäre Ziel dieser Arbeit bestand darin ein in vitro Verfahren zu etablieren, das die 
Analyse des Entwicklungspotentials von HSVZ auf Einzelzellebene ermöglicht. Als 
Grundlage hierfür wurde der ML-IC (engl. myeloid-lymphoid-initiating-cells) Ansatz 
verwendet, der die Analyse von Einzelzellen mit Langzeit-NK-Zell- (NK-IC) sowie Langzeit-
GMP-Potential (LTC-IC) ermöglicht (Punzel et al., 1999b; Giebel et al., 2006). HSVZ, deren 
Nachkommenschaft nach 14-tägiger Expansion sowohl Zellen mit NK-IC als auch LTC-IC 
Potential aufweist, werden dem klassischen Modell der humanen Hämatopoese nach 
retrospektiv als multipotente HSVZ angesehen (Punzel et al., 1999b; Giebel et al., 2006). Die 
Detektion multipotenter HSVZ allein anhand des lympho-myeloischen 
Differenzierungspotentials wird durch die Beschreibung linienspezifizierter Vorläuferzellen, 
die lymphatisches sowie partielles myeloisches Potential aufweisen aber keine Erythrozyten 
oder Megakaryozyten bilden können, derzeit als nicht ausreichend angesehen  
(siehe Einleitung 1.2) (Kawamoto et al., 1998; Adolfsson et al., 2005; Giebel et al., 2006). 
Um vorbehaltslos und unabhängig von den derzeit diskutierten Modellvorstellungen der 
humanen Hämatopoese (siehe Einleitung 1.2) eine Aussage über das genaue 
Differenzierungspotential einzelner HSVZ zu ermöglichen, sollte der ursprüngliche ML-IC 
Ansatz um weitere linienspezifische in vitro Analyseverfahren erweitert werden. Die 
retrospektive Analyse des Differenzierungspotentials einzelner HSVZ in mehreren 
unabhängigen linienspezifischen in vitro Analysen setzt in Analogie zum klassischen ML-IC 
Ansatz eine vorhergehende Expansion einzelner zu testender Zellen voraus. Folglich sollten 
für den erweiterten ML-IC Ansatz im Rahmen dieser Arbeit zunächst in vitro 
Kulturbedingungen qualifiziert werden, die eine Expansion primitiver HSVZ bzw. einen 
Erhalt sämtlicher initialen Linienpotentiale in der Nachkommenschaft ermöglichen. 
4.1. Verlust des erythrozytären Differenzierungspotentials 
Zu Beginn der Arbeit wurde in einem Gemeinschaftsprojekt mit André Görgens (AG Giebel) 
die Proliferationskinetik und das Differenzierungspotential CD34
+









 in der Suspensionskultur analysiert 
(veröffentlicht in Görgens et al., 2013b). Die Versuche ergaben, dass HSVZ mit LTC-IC, 
NK-IC sowie SRC Potential, die vor dem klassischen Modell der humanen Hämatopoese als 





Fraktion erhalten bleiben. Überraschenderweise gingen Zellen mit erythrozytärem und 














 Fraktion detektiert. Die beobachtete Segregation des 





Fraktion sowie weitere Erkenntnisse zur Linienverwandtschaft der unterschiedlichen 
Granulozyten-Subtypen (Doktorarbeit von André Görgens) konnten zu diesem Zeitpunkt vor 
dem klassischen Modell der Hämatopoese nicht erklärt werden. Aufgrund dieser Befunde 
postulieren wir ein alternatives Modell der humanen Hämatopoese, das ausgehend von der 














 Vorläuferzellen (EMP) ausschließlich 
eosinophile sowie basophile Granulozyten hervor, wohingegen neutrophile Granulozyten von 
lympho-myeloisch spezifizierten Vorläuferzellen (LMPP) gebildet werden (Görgens et al., 





 Zellen, die gleichzeitig erythrozytäres und megakaryozytäres 
Differenzierungspotential aufweisen (Görgens et al., 2013a). 
Sowohl die Beschreibung neuer Linienverwandtschaften in der alternativen 
Modellvorstellung der humanen Hämatopoese als auch der beobachtete Verlust des 
erythrozytären Differenzierungspotentials nach 6-tägiger Suspensionskultur haben den Fokus 
dieser Arbeit maßgeblich beeinflusst. Da die Analyse des Differenzierungspotentials einzelner 
HSVZ im erweiterten ML-IC Ansatz den Erhalt aller initialen Linienpotentiale in der 
Expansionsphase voraussetzt, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Schwerpunkt auf die 
Qualifizierung von Kulturbedingungen gesetzt, die einen Erhalt insbesondere von Zellen mit 
erythrozytärem Differenzierungspotential ermöglichen. Als Folge hiervon konnte die 
Etablierung funktioneller in vitro Differenzierungsansätze zum Nachweis aller 










4.2. In vitro Expansion multipotenter HSVZ 
Aufgrund der Beobachtung, dass in der Suspensionskultur Zellen mit erythrozytärem 
Differenzierungspotential und somit auch multipotente HSVZ innerhalb von 6 Tagen nahezu 
vollständig verloren gehen, wurden bereits zuvor in der Literatur beschriebene 
Expansionsbedingungen hinsichtlich des Erhalts erythrozytärer Differenzierungspotentiale 
getestet. In zahlreichen Veröffentlichungen wird die erfolgreiche in vitro Expansion 
multipotenter HSVZ in Kokultur mit Zellen muriner Stromazelllinien beschrieben (Itoh et al., 
1989; Suzuki et al., 1992; Issaad et al., 1993; Moore et al., 1997; Nolta et al., 2002; Feugier 
et al., 2005; Weisel et al., 2006; Chung et al., 2010; Fernandez-Sanchez et al., 2011; Tiwari et 




 HSVZ mit Zellen der murinen Stromazelllinien 
AFT024, OP9, OP9-DL1 und MS5 kokultiviert und die hämatopoetische Nachkommenschaft 
anschließend phänotypisch sowie funktionell analysiert. In guter Übereinstimmung mit den in 
Tab. 53 aufgeführten Veröffentlichungen unterstützten Zellen der getesteten murinen 
Stromazelllinien die Expansion von HSVZ mit LTC-IC sowie myeloischem 
Koloniebildungspotential. Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelte Expansion CD34
+
 Zellen 
sowie HSVZ mit LTC-IC und CFC Potential übertrifft die meisten Literaturwerte um ein 
Vielfaches. Nur in der Arbeit von Kanai et al. wird eine stärkere Expansion CD34
+
 HSVZ mit 
CFC Potential berichtet (Kanai et al., 2000). Primitive HSVZ mit LTC-IC, NK-IC sowie 





 Fraktion angereichert. HSVZ mit erythrozytärem 









 HSVZ mit erythrozytärem 
Koloniebildungspotential konnten in der Kokultur mit Zellen der murinen Stromazelllinien 
mit Hilfe des CFC Ansatzes nur unregelmäßig und mit sehr geringer Frequenz detektiert 
werden, was wir zu diesem Zeitpunkt der Arbeit als einen Verlust multipotenter HSVZ 
gedeutet haben. 
Hingegen wurde in den Arbeiten von Feugier et al. und Fernandez-Sanchez et al. eine 
Expansion von Zellen mit erythrozytärem Differenzierungspotential beschrieben  
(Feugier et al., 2005; Fernandez-Sanchez et al., 2011). Da für die Analyse des 
Koloniebildungspotentials in den Arbeiten die gesamte hämatopoetische Nachkommenschaft 
verwendet wurde, ist unklar, inwiefern Zellen mit erythrozytärem Differenzierungspotential 
der EMP Linie angehören oder von Vorläufern der EMP-Linien bzw. direkt von 






Tab. 53: Expansion von HSVZ in Ko-Kultur mit Zellen muriner Stromazelllinien 
 Stroma Expansion CFC Erythr. LTC-IC 





CD45+ (TNC): 869x 
CD34+: 277x 












CD45+ (TNC): 836x 
CD34+: 301x 


































      


















(Tiwari et al., 2012) MS-5 CD34
+: 80x - - - 










      
(Fernandez-Sanchez et al., 
2011) 








TNC: total nucleated cells; Erythr.: Detektion von HSVZ mit erythrozytärem 
Differenzierungspotential im CFC-Ansatz *: NOD/SCID-Repopulierungsexperimente durchgeführt 
 
Aufgrund von Arbeiten, die beschreiben, dass einige murine Wachstumsfaktoren (z.B. IL-2, 
IL-3, IL-4, IL-6, IL-15, M-CSF und GCSF) nicht spezies-übergreifend funktionell aktiv sind 
(Metcalf, 1986; Mosmann et al., 1987; Stevenson und Jones, 1994; Fixe und Praloran, 1997; 
Eisenman et al., 2002; Kalberer et al., 2003), war unsere erste Vermutung, dass der Erhalt 
multipotenter HSVZ von muriner Stromazellen nicht gewährleistet werden kann. Folglich 
stellt sich die Frage, inwiefern humane Stromazellen eine in vitro Expansion oder einen Erhalt 
multipotenter HSVZ ermöglichen. 
Bereits seit den 80er Jahren werden humane Stromazellen aus dem Knochenmark, die 
überwiegend einen fibroblastoiden Phänotyp aufweisen und von ihren Eigenschaften 
mesenchymalen Stamm-/Stromazellen (MSZ) entsprechen, zur in vitro Expansion humaner 
hämatopoetischer Zellen verwendet (siehe Tab. 54). Dementsprechend wurden im Rahmen 
dieser Arbeit humane mesenchymale Stromazellen aus unterschiedlichen Geweben, die mit 
der embryonalen oder adulten Hämatopoese assoziiert sind (Knochenmark, Vene, Arterie, 




 HSVZ kokultiviert. Die 
anschließend phänotypische und funktionelle Analyse der hämatopoetischen 
Nachkommenschaft ergab in guter Übereinstimmung mit der Literatur, dass primitive HSVZ 
mit LTC-IC und myeloischem Koloniebildungspotential expandiert bzw. erhalten werden. 
Die Literaturwerte für die Expansion CD34
+
 Zellen (min: 4-fach; max: 110-fach) sowie 





max: 7,7-fach) sind sehr weit gestreut, was einen Vergleich mit den hier ermittelten Werten 
erschwert. Tendenziell übertreffen die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Expansionen 
insbesondere für die Kokultur mit mesenchymalen Stromazellen aus dem Knochenmark die 
berichteten Literaturwerte. 
Wie bereits zuvor in der Kokultur mit Zellen muriner Stromazelllinien beobachtet, sind 





Fraktion angereichert. HSVZ mit erythrozytärem Differenzierungspotential hingegen wurden 





detektiert. Den Ergebnissen und den angewendeten Analysemethoden zufolge würden auch 





 HSVZ unterstützen, die erythrozytäres Differenzierungspotential aufweisen. 
Der Nachweis von Zellen mit erythrozytären Differenzierungspotential wurde erneut in allen 
aufgeführten Veröffentlichungen mit der gesamten hämatopoetischen Nachkommenschaft 
(CD45
+
, TNC) durchgeführt, was keine Unterscheidung spezifizierter EMP und multipotenter 
HSZ/MPP mit erythrozytärem Potential und einen Vergleich zu unseren Daten ermöglicht 
(Yamaguchi et al., 2001; Zhang et al., 2006; Magin et al., 2008; Mishima et al., 2009; 
Bramono et al., 2011; Fernandez-Sanchez et al., 2011; Hammoud et al., 2012). 
In mehreren Arbeiten wird beschrieben, dass sowohl mesenchymale als auch endotheliale 
Stromazellen in den embryonalen und adulten Stammzellnischen den Selbsterhalt und die 
Expansion von HSZ ohne Verlust ihrer Multipotenz unterstützen (Morrison et al., 1995; 
Medvinsky und Dzierzak, 1996; Sanchez et al., 1996; Ottersbach und Dzierzak, 2005). 
Jüngsten Ergebnissen von Adam Greenbaum et al. und Lei Ding et al. zufolge sind sowohl 
endotheliale als auch mesenchymale Stromazellen für die Aufrechterhaltung unterschiedlicher 
HSVZ Populationen in der Knochenmarknische erforderlich (Ding und Morrison, 2013; 
Greenbaum et al., 2013). Demnach führt die selektive Deletion des cxcl12 Gens (SDF-1) in 
endothelialen oder perivaskulären mesenchymalen Zellen des Knochenmarks zur 
Mobilisierung multipotenter HSZ sowie lymphatischer Progenitoren. Hingegen kommt es bei 
der Deletion des Gens in Osteoblasten nur zum Verlust früher lymphatischer Vorläufer (Ding 








Tab. 54: Expansion von HSVZ in Ko-Kultur mit primären humanen mesenchymalen Zellen 
 Stroma Expansion CFC Erythr. LTC-IC 
Im Rahmen  
































































































































(Koller et al., 1995) KM TNC: 3x 5x - 3x 























: 3,8x - - 7,7x 
















































(Magin et al., 2008) KM TNC: ~5x ~6x Ja  - 
























(Bramono et al., 2011) KM TNC: 92x - Ja  - 
















(de Lima et al., 2012) KM CD34
+
: 30x 17,5x - - 
























: 8,3x 14x - - 
(Zaker et al., 2013) KM CD34
+
: 110x 172x - - 




















TNC: total nucleated cells; KM: Knochenmark; Erythr.: Detektion von HSVZ mit erythrozytärem 






Entsprechend wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, inwiefern humane endotheliale 
oder eine Kombination mesenchymaler und endothelialer Stromazellen (Tripel-Kultur) eine in 
vitro Expansion oder einen Erhalt multipotenter HSVZ ermöglichen. Hierzu wurden humane 
endotheliale Stromazellen aus unterschiedlichen Geweben (Nabelschnurvene, 
Nabelschnurrestblut und Plazenta) isoliert, charakterisiert und einzeln sowie in Kombination 




 HSVZ kokultiviert. 
In Analogie zu den vorhergehenden Kokulturversuchen mit murinen und humanen 
mesenchymalen Stromazellen und in Übereinstimmung mit der Literatur (Tab. 55) wurde 
durch die Kokultur mit endothelialen Stromazellen die Expansion von Zellen mit LTC-IC, 
NK-IC sowie myeloischem Koloniebildungspotential ermöglicht. Multipotenter HSVZ wurde 
mit den angewendeten Methoden sporadisch detektiert, was auf eine sehr geringe Frequenz 
der Zellen schließen lässt. Zellen mit erythrozytärem Differenzierungspotential wurden fast 




 Population detektiert. 
Auch die gleichzeitige Verwendung primärer humaner mesenchymaler und endothelialer 





 HSVZ mit erythrozytärem Koloniebildungspotential. Zellen mit LTC-










 Fraktion enthalten. 
Tab. 55: Expansion von HSVZ mit primären humanen endothelialen Zellen 
 Stroma Expansion CFC Erythr. LTC-IC 
Im Rahmen  




























































































(Li et al., 2006) HUVEC TNC: 110x 56x - - 
(Magin et al., 2009) HUVEC TNC: 30-60x 24-40x - - 
TNC: total nucleated cells; HUVEC: human umbilical vein endothelial cells; HUBEC: human brain 
endothelial cells; Erythr.: Detektion von HSVZ mit erythrozytärem Differenzierungspotential im CFC-






Ein wesentlicher Befund der vorhergehenden Versuche war, dass in allen getesteten 





 Fraktion vereinzelt bzw. in sehr geringer Frequenz nachgewiesen werden 





Zellen ermittelt, die weder LTC-IC, NK-IC noch CFC Potential aufwiesen. Entsprechend 
gingen wird davon aus, dass multipotente HSVZ in der gesamten Nachkommenschaft stark 
ausgedünnt werden und der CFC Ansatz aufgrund des hohen Detektionslimits von 0,25 % 




 HSVZ mit 
erythrozytärem Differenzierungspotential ermöglicht. 





 HSVZ zu ermöglichen, wurde ein zusätzlicher Erythrozyten 
Ansatz etabliert, der ein Detektion von Zellen mit erythrozytärem Differenzierungspotential 
mit einer Frequenz von unter 0,25 % ermöglicht. Da die zuvor verwendeten Primärzellen eine 
endliche Zellquelle darstellen (Hayflick und Moorhead, 1961; Schellenberg et al., 2013) und 
um eine Wiederholung der vorhergehenden Versuche zu ermöglichen, wurde im Rahmen 
dieser Arbeit eine Methode zur konditionellen Immortalisierung und somit zur Konservierung 
primärer Stromazellen etabliert. Erfolgreich immortalisierte Stromazellen wurden 
anschließend erneut für Kokulturexperimente verwendet und die hämatopoetische 
Nachkommenschaft funktionell analysiert. 
In Analogie zu den vorhergehenden Kokulturversuchen mit primären Stromazellen wurde 
eine Expansion primitiver HSVZ mit LTC-IC, NK-IC sowie myeloischem 









 Population Zellen mit megakaryozytäre sowie T-Zell Potential ermittelt 





 im neu etablierten Erythrozyten-Ansatz wurde weder in der Kokultur mit 
Zellen der AFT024 noch mit Zellen der konditionell immortalisierten humanen Stromazellen 
unterstützt. 
Der zuvor beschriebene Verlust multipotenter HSVZ steht scheinbar im Widerspruch zu einer 
Vielzahl von Veröffentlichungen, die eine erfolgreiche Expansion multipotenter HSVZ aus 
dem Nabelschnurrestblut, dem Knochenmark bzw. Apharesat in Kokultur sowohl mit 
murinen als auch humanen Stromazellen beschreiben (siehe Tab. 53, Tab. 54 und Tab. 55). 
Der Nachweis multipotenter HSVZ in der hämatopoetischen Nachkommenschaft erfolgte 
dabei in den überwiegenden Veröffentlichungen mit Hilfe des LTC-IC Ansatzes, der lange 





(Collins und Dorshkind, 1987; Issaad et al., 1993; Ye et al., 1994; Koller et al., 1995; 
Yamaguchi et al., 1996; Gan et al., 1997; Breems et al., 1998; Bennaceur-Griscelli et al., 
1999; Nolta et al., 2002; Zhang et al., 2004; Feugier et al., 2005; Yildirim et al., 2005; Li et 
al., 2006; Li et al., 2007a; Madkaikar et al., 2007; De Angeli et al., 2009; Mishima et al., 
2009; Chung et al., 2010; Bramono et al., 2011; Fernandez-Sanchez et al., 2011; Luan et al., 
2013; Rodriguez-Pardo und Vernot, 2013; Zaker et al., 2013). Aufgrund der Beschreibung 
liniendeterminierter LMPP, die ebenfalls LTC-IC Potential aber kein erythrozytäres und 
megakaryozytäres Differenzierungspotential aufweisen (Görgens et al., 2013b), sowie vor 
dem Hintergrund der alternativen Modellvorstellung der humanen Hämatopoese ermöglicht 
der LTC-IC Ansatz wie unsere Daten ganz klar zeigen keinen zuverlässigen Nachweis 
multipotenter HSVZ. 
In einigen der aufgeführten Veröffentlichungen wurde zudem das Koloniebildungspotential 
der hämatopoetischen Nachkommenschaft im CFC Ansatz analysiert (Koller et al., 1995; 
Kanai et al., 2000; Chute et al., 2005; Feugier et al., 2005; Yildirim et al., 2005; Li et al., 
2006; Zhang et al., 2006; Li et al., 2007a; Madkaikar et al., 2007; Magin et al., 2008; 
Fernandez-Sanchez et al., 2011; de Lima et al., 2012; Hammoud et al., 2012; Luan et al., 
2013; Zaker et al., 2013). Dabei wurden in etwa der Hälfte der Arbeiten keine erythrozytären, 
erythro-myeloischen und myeloischen Kolonien unterschieden (Tab. 53, Tab. 54 und Tab. 
55). Zudem wurde die Quantifizierung von Zellen mit erythrozytärem 
Differenzierungspotential in fast allen Veröffentlichungen mit Zellen der gesamten 









) erythrozytäre Kolonien im CFC Ansatz 
realisieren können (Görgens et al., 2013b), bleibt unklar, ob in den Veröffentlichungen eine 




 HSVZ ermöglicht wurde. 
Derzeit stellt das NOD/SCID bzw. NSG Mausmodell den allgemein anerkannten Gold-
Standard zum Nachweis multipotenter humaner HSZ/MPP dar (Shultz et al., 1995; Shultz et 
al., 2005). HSVZ mit SRC-Potential bringen demnach humane T-Zellen, B-Zellen, NK-
Zellen, Monozyten/Makrophagen und Granulozyten in letal bestrahlten Mäusen hervor. Der 
Nachweis primitiver HSVZ mit SRC-Potential in der hämatopoetischen Nachkommenschaft 
nach Kokultur mit murinen und humanen Stromazellen wird bereits seit Ende der 90er Jahre 
zur Detektion und Quantifizierung multipotenter HSZ/MPP angewendet (Gan et al., 1997; 
Kanai et al., 2000; Yamaguchi et al., 2001; Chute et al., 2002; Nolta et al., 2002; Li et al., 
2004; Chute et al., 2005; Zhang et al., 2006; Khoury et al., 2011; Nishino et al., 2011; 





al. zufolge keine langfristige Entwicklung humaner erythrozytärer und megakaryozytärer 





) üblicherweise nicht genauer untersucht wird, kann in 
den meisten Arbeiten nicht mit Sicherheit auf eine Rekonstitution durch multipotente HSVZ 
geschlossen werden (Görgens et al., 2013a). Daten aus der Arbeitsgruppe zufolge führt auch 




 LMPP, die kein erythrozytäres 
Differenzierungspotential mehr aufweisen, zu einer Rekonstitution (Kohn et al., 2012; 
Görgens et al., 2013b). Die Interpretation des SRC-Potentials als Surrogat für multipotente 
HSZ/MPP ist folglich nicht ausreichend um multipotente HSVZ nachweisen zu können 
(Görgens et al., 2013a). 
Die Fähigkeit zur seriellen Transplantation und Rekonstitution immundefizienter Mäuse wird 
bislang als eine exklusive Eigenschaft multipotenter humaner HSZ/MPP angesehen. Die 
sekundäre Transplantation ex vivo expandierter HSVZ in Kokultur mit humanen Stromazellen 





 Zellen mit Angiopoietin-like-5 ektop exprimierenden humanen MSZ 
über einen Zeitraum von 11 Tagen kokultiviert, was zu einer 60-fachen Expansion von Zellen 




 Zellen aus dem 
Knochenmark primärer Mäuse (Woche 14) ermöglichten zudem nach sekundärer 
Transplantation eine erneute Rekonstitution immundefizienter Mäuse (Woche 12) (Khoury et 
al., 2011). Auffällig ist, dass der Anteil humaner hämatopoetischer Zellen in den primären 
Mäusen im Mittel über 40% beträgt, wohingegen nach sekundärer Transplantation lediglich 
11 von 14 Mäusen 0,1-2% Chimerismus im Knochenmark aufweisen. Da in der 





 Zellen aus dem Knochenmark der primären Mäuse analysiert wurde, 
bleibt unklar, inwiefern diese sekundäre Rekonstitution auch durch LMPP ermöglicht wurde 
(Görgens et al., 2013a). 
Erste Hinweise, dass auch linienspezifizierte Vorläuferzellen mit SRC-Potential existieren 
und sogar sekundär transplantierbar sind, wurden kürzlich von Yamamoto et al. in der Maus 
beschrieben (Yamamoto et al., 2013). Myeloisch spezifizierte Progenitoren mit 
Megakaryozyten, Megakaryozyten-Erythrozyten oder allen myeloischen 
Differenzierungspotentialen ermöglichten eine Rekonstitution primärer Mäuse und konnten 
zudem sekundär transplantiert werden (Yamamoto et al., 2013). Ob vergleichbare Zellen auch 
in der humanen Hämatopoese existieren ist bisher jedoch noch unklar. Da insbesondere die 





nicht unterstützt wird, ist der Nachweis dieser Zellen derzeit nicht möglich (Mazurier et al., 
2003). 
Die Interpretation der Literaturdaten vor dem Hintergrund der eingangs beschriebenen 
Ergebnisse sowie der daraus resultierenden alternativen Modellvorstellung der humanen 
Hämatopoese lässt offen, ob in den aufgeführten Veröffentlichungen wohlmöglich eine 
Expansion bzw. ein Erhalt multipotenter HSVZ unterstützt wurde. Die Expression des 










) ermöglicht (Görgens et al., 2013a; Görgens et al., 2013b), wurde in 





 HSVZ sowohl in Kokultur mit murinen als auch 
humanen Stromazellen steht daher in keinem unmittelbaren Widerspruch zu vorhergehenden 
Arbeiten, die möglicherweise fälschlich auf eine Expansion multipotenter HSZ/MPP 
schließen. 
4.3. Alternative Ansätze zur in vitro Expansion multipotenter HSVZ 
Der Notch-Signalweg ist ein wichtiger Regulator bei der Entwicklung und Spezifikation von 
Geweben und Zellen und steuert eine Vielzahl verschiedener Differenzierungsprozesse 
(Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Bigas et al., 2012). In der Hämatopoese wird die 
Beteiligung des Signalweges an der Regulation des Selbsterhalts und der Differenzierung 
hämatopoetischer Stamm- und Vorläuferzellen beschrieben (Ohishi et al., 2002; Ohishi et al., 
2003; Bigas und Espinosa, 2012). Endotheliale Zellen in der vaskulären Stammzellnische im 
Knochenmark exprimieren den Veröffentlichungen von Butler et al. sowie Poulos et al. 
zufolge die Notch-Liganden Jagged-1, Jagged-2, Dll1 und Dll4 (Butler et al., 2010; Poulos et 
al., 2013). Die konditionelle Deletion des Jagged-1 Gens in Endothelzellen führte laut Poulos 
et al. zu einem fast vollständigen Verlust hämatopoetischer Stammzellen sowie einer starken 
Proliferation der residualen HSZ im Knochenmark der Mäuse (Poulos et al., 2013). In der 
Arbeit von Varnum-Finney et al. wurde weiterhin berichtet, dass eine ektope Expression des 
Notch-1-Rezeptors in murinen HSZ zur Immortalisierung und starken Expansion 
hämatopoetischer Stammzellen im Knochenmark führte (Varnum-Finney et al., 2000). Die 
ektope Expression von Notch-Liganden (Jagged-1, Jagged-2, Dll1, Dll3 oder Dll4) in 
Stromazellen stellt demnach einen vielversprechenden Ansatz zur in vitro Expansion 










 HSVZ mit Zellen der murinen 
Stromazelllinie OP9, die den Notch-Liganden Dll1 ektop exprimieren (OP9-Dl1), kokultiviert 
und die hämatopoetische Nachkommenschaft analysiert. Wie bereits in der Kokultur mit 
Zellen muriner Stromazelllinien und humanen Primärzellen konnten primitiver HSVZ mit  









 HSVZ mit erythrozytärem Koloniebildungspotential wurde in der 
Kokultur mit Zellen der OP9-Dl1 in zwei von drei Versuchen mit sehr geringer Frequenz 
detektiert, was möglicherweise erneut auf einen Verlust bzw. eine Ausdünnung multipotenter 
Zellen hinweist. 
Eine in vitro Expansion humaner HSVZ in Kokultur mit Zellen der murinen Stromazelllinie 
OP9, die ektop den Notch-Liganden Delta-like-4 (Dl4) exprimieren, und gleichzeitig 
hochauflösende durchflusszytometrische Analyse der hämatopoetischen Nachkommenschaft 
















Population wurden hierzu durchflusszytometrisch sortiert und mit Zellen der OP9-Dl4 
kokultiviert. In der hämatopoetischen Nachkommenschaft wurden nach 14-tägiger Kokultur 






























) Zellen detektiert (Benveniste et al., 2013). Die Zellen der drei 
Subpopulationen wiesen laut der Arbeit von Benveniste et al. eine unterschiedlich starke 
Expansion von etwa 2-fach (HSC), 6-fach (CD90
-
) und 10 bis 12-fach (CD45RA
int
) auf, was 












 Population entspricht (Benveniste et al., 2013). Die 












 Fraktion im CFC 
Ansatz ergab, dass etwa 20-25 % der Zellen erythrozytäres Differenzierungspotential 
aufwiesen, was in etwa deckungsgleich mit der zuvor beschriebenen HSC Frequenz ist. 
Die Arbeit von Benveniste et al. zeigt entsprechend unserer Annahme, dass multipotente 
HSVZ in der gesamten Nachkommenschaft sehr stark ausgedünnt werden und zudem nur eine 
geringfügige Expansion aufweisen. Für eine zuverlässige Detektion und Quantifizierung 
multipotenter HSVZ ist in weiterführenden Arbeiten zu empfehlen die HSZ/MPP 
angereicherte Fraktion mit Hilfe weiterer Oberflächenmarker anzureichern sowie eine 
Analysemethode mit einem niedrigen Detektionslimit für Zellen mit erythrozytärem 
Differenzierungspotential zu wählen. Weiterhin wird deutlich, dass auch die Verwendung von 





Aufrechterhaltung des Stammzellpools spiele, in vitro nur eine vergleichsweise geringe 
Expansion multipotenten HSVZ ermöglichten.  
4.1. Asymmetrische Zellteilung und Verlust multipotenter HSVZ 
Ein Mechanismus, der möglicherweise dem Verlust bzw. der geringfügigen Expansion 
multipotenter HSVZ zugrunde liegt, stellt die asymmetrische Zellteilung dar. Bereits zu 
Beginn dieser Arbeit gingen wir davon aus, dass multipotente HSVZ bei der Zellteilung eine 
spezifizierte Tochterzelle hervorbringen und die zweite Zelle das initiale 
Differenzierungspotential beibehält. Diese Annahme geht maßgeblich auf Befunde der 
Arbeitsgruppe zurück, in denen primitive HSVZ mit LTC-IC und NK-IC Potential, 
sogenannte ML-IC, in 80 % der Zellteilungen Tochterzellen mit unterschiedlichem 
Differenzierungspotential hervorbringen, wobei eine Zelle das initiale ML-IC Potential 
beibehält (Giebel et al., 2006). Vor dem Hintergrund unserer alternativen Modellvorstellung 
der humanen Hämatopoese weisen sowohl HSZ/MPP als auch LMPP LTC-IC und NK-IC 
Potential auf, was erneut die Frage aufwarf, ob und mit welcher Frequenz sich multipotente 
HSVZ asymmetrisch teilen. 
Aufgrund fehlender Oberflächenmarker war es bislang nicht möglich, die asymmetrische 
Zellteilung vitaler, genetisch nicht manipulierter primitiver HSVZ, mikroskopisch über die 
Zeit hinweg zu untersuchen und zu quantifizieren. Um die Frequenz der asymmetrischen 
Zellteilung unterschiedlicher HSVZ Subpopulation zu ermitteln, wurde in einem aktuellen 
Projekt von André Görgens (zur Veröffentlichung eingereicht) ein neuer Antikörper (HC7) 
































) angereicherten Fraktion wurden hierzu 
durchflusszytometrisch sortiert. Die Zellen der Subpopulationen wurden für 50-72 Stunden in 
Suspensionskultur kultiviert, mit dem Antikörper HC7-PE gefärbt und anschließend für  
5 Stunden mikroskopisch dokumentiert. Den Ergebnissen zufolge wird das 
Oberflächenantigen CD133 bei etwa 70 % der multipotenten HSZ/MPP, 30 % der LMPP und 
15 % der GMPs in der Zellteilung asymmetrisch auf die beiden Tochterzellen verteilt. 
Diese hohe asymmetrische Zellteilungsrate von Zellen aus der HSZ/MPP angereicherten 
Zellfraktion in der Suspensionskultur stellt eine mögliche Erklärung für die geringe Frequenz 
multipotenter HSVZ in den durchgeführten Kokulturen dar. Inwiefern die verwendeten 
Stromazellen oder andere Faktoren in vitro eine Verschiebung der asymmetrischen zur 





können, ist fraglich. Eine Veränderung der asymmetrischen Zellteilungsrate insbesondere 
primitiver bzw. multipotenter Stammzellen kann wie klinische Befunde zeigen in vivo 
gravierende Konsequenzen für das Gewebe und den gesamten Organismus haben kann. In der 
Neurogenese im Modellorganismus Drosophila melanogaster wurde beschrieben, dass 
Mutation in Genen, die mit der asymmetrischen Zellteilung assoziiert sind, zur Dysregulation 
in der asymmetrischen Zellteilungsrate und Tumorbildung führen können (Chang et al., 2012; 
Homem und Knoblich, 2012). Ebenso kann in Säugetieren eine Verschiebung von der 
asymmetrischen zur symmetrischen Zellteilung zur Tumorbildung führen, wie es z.B. für das 
Oligodendrogliom, beim Mammakarzinom oder bei einer Leukämie berichtet wird (Wu et al., 
2007; Cicalese et al., 2009; Sugiarto et al., 2011). Demnach stellt die asymmetrische 
Zellteilung möglicherweise eine Art Tumor-Supressormechanismus dar, der die Entscheidung 
zur Selbsterneuerung oder Differenzierung von HSVZ reguliert und auch bei der in vitro 
Kultivierung ein sehr geringe Frequenz multipotenter HSVZ in der Nachkommenschaft zur 
Folge hätte. 
Eine andere mögliche Erklärung für den Verlust bzw. die geringe Frequenz multipotenter 
HSVZ in den vorhergehenden Kokulturversuchen stellt die spezifizierende asymmetrische 
Zellteilung dar, bei der es zum Verlust der initialen Multipotenz und zur Differenzierung bzw. 
Spezifizierung beider Tochterzellen kommt. Ein klassisches Beispiel hierfür stellt die 
Entwicklung der mechanosensorischen Borsten der Fliege dar, bei der die vier spezialisierten 
Zellen durch zwei asymmetrische Zellteilungen aus einer einzelnen Sinnesorgan-
Progenitorzelle (SOP; sensory organ precursor) hervorgehen (Hartenstein und Posakony, 
1989; Rhyu et al., 1994). Eine genetische Manipulation und Veränderung der asymmetrischen 
zu einer symmetrischen Zellteilung führt dabei nicht zu einem Erhalt der initialen 





 HSZ/MPP mit erythrozytärem 









 EMP entstehen, spricht möglicherweise für 
eine spezifizierende asymmetrische Zellteilung der multipotenten HSVZ. Ob extrinsische 
Faktoren wie Wachstumsfaktoren, Sauerstoffgehalt oder Stromazellen diesen Prozess bei 
hämatopoetischen Stramm- und Vorläuferzellen beeinflussen können, ist noch nicht geklärt. 
Inwiefern multipotente hämatopoetische Zellen überhaupt in den gewählten in vitro 
Kulturbedingungen z.B. der Suspensionskultur mit den Wachstumsfaktoren SCF, TPO und 





werden frisch isolierte HSVZ mit dem fluoreszenten Farbstoff CFSE  
(5,6-Carboxyfluorescein-diacetatsuccinimidylester) gefärbt, welcher in die Zellen diffundiert, 
intrazellulär über die Succinimidyl-Gruppe kovalent an freie Lysine und Amine bindet und 
bei der Zellteilung gleichmäßig auf beide Tochterzellen verteilt wird. Der Gehalt des 
Fluoreszenzfarbstoffes in den Zellen wird anschließend durchflusszytometrisch über einen 
Zeitraum von 5-6 Tagen verfolgt und die Anzahl der Zellteilungen für unterschiedliche 
hämatopoetische Subpopulationen ermittelt. 
4.2. In vitro Kulturbedingungen für den erweiterten ML-IC Ansatz 
Da der erweiterte ML-IC Ansatz eine retrospektive Analyse des Differenzierungspotentials 
einzelner HSVZ vorsieht, müssen die in vitro Expansionsbedingungen nur einen Erhalt des 
initialen Differenzierungspotentials in der gesamten Nachkommenschaft ermöglichen. Eine 
Expansion oder ein Erhalt multipotenter HSVZ ist somit keine Grundvoraussetzung für die 
zukünftig angestrebte Einzelzellanalyse im erweiterten ML-IC Ansatz. 
In der aufgeführten Literatur und in guter Übereinstimmung mit den Befunden dieser Arbeit 
wurde die stärkste stromazellbasierte in vitro Expansion und der beste Erhalt primitiver 
humaner HSVZ mit LTC-IC und CFC Potential in der Kokultur mit mesenchymalen 
Stromazellen aus dem Knochenmark beschrieben (vgl. Tab. 53, Tab. 54 und Tab. 55). Der 
Nachweis von Zellen mit lymphatischem NK-Zell, T-Zell und B-Zell 
Differenzierungspotential wurde in einigen Veröffentlichungen durch Transplantation 
humaner Zellen in NOD/SCID oder NSG Mäuse erbracht (vgl. Tab. 53, Tab. 54 und Tab. 55, 
entsprechende Veröffentlichungen sind mit einem * markiert). Eine Quantifizierung von 
Zellen mit erythrozytärem Differenzierungspotential wird nur in wenigen Arbeit durchgeführt 
und zumeist mit der gesamten hämatopoetischen Nachkommenschaft durchgeführt (vgl. Tab. 
53, Tab. 54 und Tab. 55) Der Erhalt oder die Expansion von Zellen mit megakaryozytärem 
und DC Potential hingegen wurde in allen aufgeführten Arbeiten vernachlässigt. Zudem fand 
keine Unterscheidung der Granulozytensubtypen im CFC Ansatz oder der rekonstituierten 
Maus statt. Stromazellbasierte in vitro Kulturbedingungen, die nachweislich einen Erhalt aller 
hämatopoetischen Linienpotentiale ermöglichen und für den erweiterten ML-IC Ansatz in 
Frage kommen sind der aufgeführten Literatur zufolge bislang nicht beschrieben worden. 
Die stärkste Expansion bzw. den besten Erhalt von Zellen mit LTC-IC, NK-IC, T-Zell, CFC, 
Megakaryozyten und Erythrozyten Potential in der CD34
+
 Nachkommenschaft unterstützten 
Zellen der konditionell immortalisierten mesenchymalen humanen Stromazelllinie  





somit für die initiale Expansionsphase im erweiterten ML-IC Ansatz bislang die besten im 
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Kulturbedingungen dar. Inwiefern die Stromazellen auch 
eine Expansion von Einzelzellen ermöglichen und den Erhalt von Zellen mit B-Zell und DC 
Potential unterstützen, ist bisher noch nicht geklärt und soll in weiterführenden Versuchen 
untersucht werden. 
4.3. Ausblick 
Vor dem Hintergrund unserer alternativen Modellvorstellung der humanen Hämatopoese 
werden neue Fragen zu den genauen Linienverwandtschaften und Abstammungsverhältnissen 









 Zellen mit Monozyten/Makrophagen Potential lässt vermuten, dass es sich 
hier um unterschiedliche Typen von Zellen handelt. Weiterhin ist durch die Beschreibung des 
LMPP die hierarchische Organisation im lympho-myeloischem Zweig weitgehend ungeklärt. 




 HSVZ nach in vitro Expansion mit humanen 
Stromazellen megakaryozytäres jedoch keine erythrozytäres Differenzierungspotential 
aufweisen, stellt zudem die Linienaufspaltung in der erythro-megakaryozytären Linien und 
die Existenz des MegE Vorläufers in Frage.  
Weiterhin stellt sich die Frage, ob bereits bestehende Kulturbedingungen für die in vitro 
Expansion oder den Erhalt multipotenter HSVZ optimiert oder verbessert werden können. Die 
Konservierung einer humanen mesenchymalen Stromazelllinie, die nachweislich den Erhalt 
hämatopoetischer Zellen mit unterschiedlichen Linienpotentialen unterstützt, ermöglicht 
unterschiedliche Parameter (Wachstumsfaktoren, Sauerstoffgehalt, 3D-Kultur, etc.) der 
Kulturbedingungen systematisch zu variieren und für den Erhalt bzw. die Expansion 
multipotenter HSVZ zu optimieren. 
Da der Hauptfokus der Arbeit auf der Etablierung der in vitro Kulturbedingungen lag, wurde 
der ursprünglich angestrebte erweiterte ML-IC Ansatz nicht vollständig etabliert. Um den 
erweiterten ML-IC Ansatzes zu vervollständigen und den Nachweis aller hämatopoetischen 
Linienpotentiale zu ermöglichen, sollten in weiterführenden Arbeiten zusätzliche 
Analysemethoden zur Detektion von Zellen mit B-Zell und DC Potential etabliert werden. 
Vorhergehende Kokulturversuche zur Etablierung der Kulturbedingungen wurden zudem 
nicht auf Einzelzellebene durchgeführt. Folglich ist unklar, ob für die angestrebte Analyse im 
erweiterten ML-IC Ansatz Zellen der konditionell immortalisierten Stromazelllinie MSZ KM 







Hämatopoetische Stammzellen (HSZ) stellen das derzeit bestuntersuchte Stammzellsystem im 
Menschen dar. Dennoch sind die hierarchische Organisation der Stamm- und Vorläuferzellen 
sowie die genauen Linienverwandtschaft reifer Blutzellen noch immer nicht vollständig 
aufgeklärt. Nach dem klassischen Modell der Hämatopoese bringen HSZ multipotente 
Progenitoren hervor (MPP), die im weiteren Verlauf der Differenzierung entweder 
lymphatisch oder myeloisch spezifiziert werden. Durch die Beschreibung von 
Vorläuferzellen, die lymphatisches sowie partielles myeloisches aber kein erythrozytäres und 
megakaryozytäres Differenzierungspotential aufweisen, wurde das klassische Modell  mit der 
Aufspaltung in den lymphatischen und myeloischen Zweig von mehreren Arbeitsgruppen 
falsifiziert. 
Das Ziel dieser Arbeit war folglich die Entwicklung einer in vitro Analysemethode, die eine 
Beschreibung der genauen Abstammungsverhältnisse in der humanen Hämatopoese sowie die 
Detektion primitiver hämatopoetischer Stamm- und Vorläuferzellen (HSVZ) auf 
Einzelzellebene ermöglicht. Als Grundlage hierzu wurde der klassische ML-IC (myeloid-
lymphoid initiating cell) Ansatz verwendet, der eine retrospektive Analyse von Zellen mit 
lympho-myeloischem Differenzierungspotential ermöglicht. Zu untersuchende Einzelzellen 
werden hierzu in Kokultur mit murinen Stromazellen expandiert und das myeloische  
(LTC-IC) und lymphatische (NK-IC) Differenzierungspotential der Nachkommenschaft 
analysiert. Eine wesentliche Voraussetzung für den erweiterten ML-IC Ansatz stellen somit 
Kulturbedingungen dar, die eine Expansion von Einzelzellen ohne den Verlust des initialen 
Differenzierungspotentials in der neu entstehenden Nachkommenschaft ermöglichen. 
Weiterhin werden für die Analyse des Differenzierungspotentials der Nachkommenschaft 
funktionelle in vitro Differenzierungsansätze für den Nachweis aller hämatopoetischen Linien 
benötigt. 
Zu Beginn der Arbeit wurde das Entwicklungspotential expandierter HSVZ in der 
Suspensionskultur genauer analysiert. Primitive HSVZ mit LTC-IC, NK-IC, SRC sowie 









 HSVZ mit erythrozytärem innerhalb von 6 Tagen 
vollständig verloren gingen. Zellen mit erythrozytärem Differenzierungspotential wurden 




 Fraktion detektiert. Diese Beobachtung 
gemeinsam mit weiteren Ergebnissen aus der Arbeitsgruppe führte zur Beschreibung neuer 
Linienverwandtschaften und eine alternativen Modellvorstellung der humanen Hämatopoese. 









) Zweig statt, wobei Eosinophile und Basophile von 
CD133
low
 erythro-myeloischen Progenitoren (EMP) und Neutrophile von CD133
+
 
lymphatisch-spezifizierten multipotenten Progenitoren (LMPP) gebildet werden. 
Da insbesondere das erythrozytäre Differenzierungspotential in der Suspensionskultur 
verloren ging, wurden der Erhalt multipotenter HSVZ in Kokultur mit Zellen muriner 
Stromazelllinien sowie primären humanen mesenchymalen und endothelialen Stromazellen 
analysiert, die laut der Literatur eine Expansion multipotenter HSVZ ermöglichen. 









 HSVZ. In allen 





 Fraktion über die Zeit nahezu vollständig verloren. Ein Erhalt aller initialen 
Differenzierungspotentiale in der gesamten Nachkommenschaft wurde hingegen von 
einzelnen mesenchymalen sowie endothelialen Stromazellen unterstützt. 
Derzeitige in vitro Kulturbedingungen ermöglichen keine unlimitierte Expansion primärer 
humaner Stromazellen. Um humane Primärzellen, die einen Erhalt aller initialen 
Differenzierungspotentiale ermöglichen, für die weiterführende Analysen sowie die initiale 
Expansionsphase im erweiterten ML-IC Ansatz zu konservieren, wurden ein System zur 
konditionellen Immortalisierung selektionierter Stromazellen etabliert. Von den 
immortalisierten humanen Primärzellen unterstützten insbesondere Zellen der 
mesenchymalen Stromazelllinie KM MNZ B Klon 2 einen reproduzierbaren Erhalt von 
HSVZ mit T-Zell, NK-Zell, Makrophagen/Monozyten, Granulozyten (Neutrophile, 
Basophile, Eosinophile), Megakaryozyten sowie Erythrozyten Potential. Diese Stromazellen 
ermöglichen folglich geeignete Kulturbedingungen für die initiale Expansionsphase im 
erweiterten ML-IC Ansatz. 
Auch wenn der erweiterte ML-IC Ansatz bislang nicht vollständig etabliert ist, konnte diese 
Arbeit wesentliche Ergebnisse zur Beschreibung neuer Linienverwandtschaften sowie einer 
alternativen Modellvorstellung der humanen Hämatopoese beitragen. Der Befund, dass 




 Zellen mit erythrozytärem 
Differenzierungspotential darstellen, ermöglicht zudem eine einfache Detektion und 
Quantifizierung multipotenter HSZ/MPP in weiterführenden Versuchen. 
Weiterhin wurden im Rahmen dieser Arbeit zusätzliche linienspezifische in vitro 
Differenzierungsansätze zur Detektion von Zellen mit CFC, T-Zell, Erythrozyten sowie 
Megakaryozyten Potential erfolgreich etabliert. Gemeinsam mit der Qualifizierung einer 
humanen mesenchymalen Stromazelllinie, die den Erhalt aller getesteten Linienpotentiale in 
der hämatopoetischen Nachkommenschaft ermöglicht, stellen diese Vorarbeiten eine wichtige 
















Hematopoietic stem cells (HSCs) represent the best studied somatic stem cell entity in 
humans so far. Nevertheless, there are many unresolved questions regarding the hierarchical 
organization within the stem and progenitor cell compartment as well as the precise lineage 
relationships of mature blood cells. According to the classical model of human hematopoiesis, 
HSC give rise to multipotent hematopoietic progenitor cells (HPCs) and become restricted 
either to the lymphoid or myeloid lineage. Recent discoveries of lymphoid progenitors which 
retain partial myeloid but lack erythroid potential, e.g. the lymphoid primed multipotent 
progenitor cells (LMPP), have challenged this model. 
Consequently, the major aim of this thesis was to develop a read out system allowing the 
unravelling of the precise hierarchical relationships and the detection of the most primitive 
human hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs) at a single cell level. To this end, we 
decided to extend the clonal myeloid/lymphoid-initiating cell (ML-IC) assay in which 
individual hematopoietic cells are expanded on murine stromal cells before progeny is 
transferred into myeloid (LTC-IC) and lymphoid (NK-IC) read-outs. By combining the results 
of the different lineage read outs, the developmental potential of the initially deposited cell 
can be determined retrospectively. A major prerequisite for the extended ML-IC (eML-IC) 
assay are in vitro culture conditions allowing the expansion of single cells while maintaining 
all initial lineage potentials within the arising daughter cell fraction. Furthermore, functional 
lineage read-outs to detect and analyze all hematopoietic cell fates are required. 
Monoculture of human HSPCs in suspension resulted in the maintenance of cells with  





fractions. HSPCs with erythroid potentials were rapidly lost from this fraction and were 




 population. These observations 
and further results of our group led to a revision of the current model of hematopoiesis. The 









) potentials, with eosinophils and basophils developing from 
CD133
low
 erythro-myeloid progenitors (EMPs), while neutrophils develop from CD133
+
 
lymphoid-primed multipotent progenitors (LMPPs). 
Due to the loss of erythroid potentials in suspension culture we studied the ability of 
established murine stromal cell line cells as well as primary human mesenchymal and 




 HSPCs with erythroid 









HSPC with erythroid potentials were 
lost over time. However, on certain mesenchymal and endothelial stromal cells, all initial 
lineage potentials could be maintained in the entire offspring. 
In order to conserve human stromal cells supporting the maintenance of all initial lineage 
potentials, we established a strategy to conditionally immortalize these cells. Within co-
culture experiments, cells of the mesenchymal cell line KM MNZ B Clone 2 supported the 





eosinophil), megakaryocyte and erythrocyte potential displaying a promising candidate for the 
initial expansion of single cells in the enhanced ML-IC assay. 
Although the enhanced ML-IC assay could not completely be established, this thesis helped to 
unravel new hematopoietic lineage relationships which led to a new model of human 
hematopoiesis providing a simple possibility to detect multipotent stem and progenitor cells. 
According to the new model, multipotent HSPCs are the only human hematopoietic cells that 
express CD133 and reveal erythroid potentials which can easily be detected and enumerated 
within conventional colony-forming cell (CFC) assays. 
Additionally, various lineage read outs allowing the detection of cells with CFC, T cell, 
erythrocyte and megakaryocyte potential as well as a human mesenchymal stroma cell line 
supporting the expansion and maintenance of various hematopoietic lineage potential have 
successfully been established. Taken together, these tools provide the basic requirements to 
further establish the enhanced ML-IC assay and analyze the developmental potential of 




































V1 n. v. 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,00% 0,00% 0,33% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,25% 0,25% 0,00% 
      
MW 0,00% 0,00% 0,08% 0,19% 0,00% 
SEM 0,00% 0,00% 0,08% 0,10% 0,00% 
      
p (S) - n. v. 0,500 0,090 n. v. 
p (A) - - 0,423 0,192 n. v. 
p (O) - - - 0,423 0,423 











V1 n. v. 1,25% 0,67% 0,00% 1,00% 
V2 3,00% 1,33% 3,67% 0,00% 1,00% 
V3 0,50% 1,25% 1,00% 0,00% 0,00% 
      
MW 1,75% 1,28% 1,78% 0,00% 0,67% 
SEM 1,25% 0,03% 0,95% 0,00% 0,33% 
      
p (S) - 0,769 0,090 0,395 0,344 
p (A) - - 0,642 0,001 0,197 
p (O) - - - 0,202 0,329 












V1 n. v. 0,75% 1,67% 0,67% 1,67% 
V2 2,33% 1,00% 1,33% 0,67% 0,33% 
V3 0,25% 0,00% 1,75% 0,25% 0,75% 
      
MW 1,29% 0,58% 1,58% 0,53% 0,92% 
SEM 1,04% 0,30% 0,13% 0,14% 0,39% 
      
p (S) - 0,382 0,874 0,500 0,656 
p (A) - - 0,135 0,774 0,575 
p (O) - - - 0,049 0,184 











V1 n. v. 0,00% 0,33% 0,00% 4,00% 
V2 0,67% 1,00% 1,33% 0,33% 0,33% 
V3 0,75% 0,00% 0,25% 0,00% 0,50% 
      
MW 0,71% 0,33% 0,64% 0,11% 1,61% 
SEM 0,04% 0,33% 0,35% 0,11% 1,20% 
      
p (S) - 0,766 0,910 0,234 0,090 
p (A) - - 0,008 0,423 0,458 
p (O) - - - 0,156 0,558 












V1 n. v. 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 
      
MW 0,00% 0,00% 0,17% 0,00% 0,00% 
SEM 0,00% 0,00% 0,17% 0,00% 0,00% 
      
p (S) - n. v. 0,500 n. v. n. v. 
p (A) - - 0,423 n. v. n. v. 
p (O) - - - 0,423 0,423 











V1  2,00% 2,67% 0,67% 6,67% 
V2 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 1,50% 1,25% 3,75% 0,50% 1,25% 
      
MW 2,50% 1,65% 3,19% 0,63% 2,40% 
SEM 1,80% 0,70% 1,31% 0,28% 1,47% 
      
p (S) - 0,371 0,344 0,314 0,390 
p (A) - - 0,121 0,096 0,621 
p (O) - - - 0,093 0,699 
p (D) - - - - 0,300 
 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MW = Mittelwert; n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert;  
p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024; p (O) = Signifikanz-berechnung im Vergleich zur OP9;  



































V1 n. v. 0,00% 1,33% 0,00% 0,00% 
V2 0,67% 2,33% 0,67% 0,33% 1,00% 
V3 0,00% 0,75% 0,25% 0,50% 0,00% 
      
MW 0,33% 1,03% 0,75% 0,28% 0,33% 
SEM 0,33% 0,69% 0,32% 0,15% 0,33% 
      
p (S) - 0,231 0,500 0,874 0,500 
p (A) - - 0,781 0,355 0,214 
p (O) - - - 0,414 0,483 











V1 n. v. 0,00% 3,00% 0,00% 2,67% 
V2 0,33% 1,67% 1,67% 0,67% 0,67% 
V3 0,00% 1,00% 1,00% 0,50% 0,25% 
      
MW 0,17% 0,89% 1,89% 0,39% 1,19% 
SEM 0,17% 0,48% 0,59% 0,20% 0,75% 
      
p (S) - 0,090 0,090 0,126 0,090 
p (A) - - 0,423 0,225 0,820 
p (O) - - - 0,188 0,070 












V1 n. v. 0,00% 5,33% 0,67% 2,33% 
V2 0,67% 5,00% 4,33% 2,67% 5,00% 
V3 0,50% 3,00% 1,75% 1,25% 2,00% 
      
MW 0,58% 2,67% 3,81% 1,53% 3,11% 
SEM 0,08% 1,45% 1,07% 0,59% 0,95% 
      
p (S) - 0,167 0,291 0,272 0,288 
p (A) - - 0,643 0,341 0,697 
p (O) - - - 0,208 0,610 











V1 n. v. 0,00% 0,67% 0,00% 1,67% 
V2 0,00% 0,33% 1,33% 0,00% 0,00% 
V3 3,00% 0,50% 0,25% 0,25% 0,00% 
      
MW 1,50% 0,28% 0,75% 0,08% 0,56% 
SEM 1,50% 0,15% 0,32% 0,08% 0,56% 
      
p (S) - 0,584 0,787 0,500 0,500 
p (A) - - 0,334 0,192 0,728 
p (O) - - - 0,225 0,800 












V1 n. v. 0,00% 0,67% 0,00% 0,33% 
V2 0,00% 1,33% 0,33% 0,00% 0,00% 
V3 0,25% 1,25% 0,50% 0,25% 0,00% 
      
MW 0,13% 0,86% 0,50% 0,08% 0,11% 
SEM 0,13% 0,43% 0,10% 0,08% 0,11% 
      
p (S) - 0,090 0,090 n. v. 0,500 
p (A) - - 0,558 0,192 0,301 
p (O) - - - 0,082 0,020 











V1 n. v. 0,00% 11,00% 0,67% 7,00% 
V2 1,67% 10,67% 8,33% 3,67% 6,67% 
V3 3,75% 6,50% 3,75% 2,75% 2,25% 
      
MW 1,81% 4,29% 5,77% 1,77% 3,98% 
SEM 1,08% 2,62% 2,44% 0,86% 1,71% 
      
p (S) - 0,279 0,247 0,119 0,314 
p (A) - - 0,678 0,089 0,131 
p (O) - - - 0,186 0,088 
p (D) - - - - 0,256 
 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MW = Mittelwert; n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert; 
 p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024; p (O) = Signifikanz-berechnung im Vergleich zur OP9;  











































Art 8 Art 9 Art 10 
V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% n. v. 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 1,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% n. v. 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% n. v. 0,00% 
V6 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% n. v. 0,00% 
              
MW 0,08% 0,17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,08% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
SEM 0,08% 0,17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,08% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
              
p (S) - 0,695 0,363 0,363 0,363 0,363 n. v. 0,363 1,000 0,363 0,363 0,391 0,363 























Art 8 Art 9 Art 10 
V1 3,68% 1,27% 0,80% 2,40% 1,60% 1,60% 0,80% 1,20% 4,40% 4,40% 3,60% 1,60% 1,20% 
V2 8,70% 7,60% 5,20% 0,40% 6,00% 6,40% 4,00% 5,20% 5,20% 5,20% 8,80% 4,40% 6,40% 
V3 0,50% 0,00% 0,50% 3,00% 0,50% 2,00% n. v. 0,00% 1,00% 0,00% 1,50% 1,00% 0,50% 
V4 2,50% 1,00% 2,50% 4,50% 5,00% 5,00% n. v. 2,50% 4,50% 5,00% 2,50% 6,00% 5,00% 
V5 1,50% 1,00% 1,50% 2,50% 3,00% 2,00% 3,50% 3,00% 2,50% 2,00% 2,50% n. v. 5,50% 
V6 1,00% 0,00% 1,00% 1,00% 0,50% 1,00% 3,50% 2,00% 2,00% 1,00% 1,00% n. v. 1,00% 
              
MW 2,98% 1,81% 1,92% 2,30% 2,77% 3,00% 2,95% 2,32% 3,27% 2,93% 3,32% 3,25% 3,27% 
SEM 1,23% 1,18% 0,72% 0,60% 0,95% 0,89% 0,73% 0,72% 0,68% 0,91% 1,16% 1,18% 1,08% 
              
p (S) - 0,011* 0,177 0,692 0,805 0,981 0,695 0,445 0,730 0,956 0,172 0,747 0,796 























Art 8 Art 9 Art 10 
V1 3,16% 1,69% 4,00% 3,60% 5,20% 3,60% 5,60% 4,40% 8,00% 2,80% 2,40% 5,20% 2,80% 
V2 0,62% 1,20% 2,80% 0,40% 2,80% 2,40% 3,20% 1,20% 2,00% 2,40% 2,80% 4,00% 4,00% 
V3 4,50% 1,00% 3,00% 3,00% 3,00% 2,50% n. v. 3,50% 1,00% 6,50% 5,00% 2,00% 5,00% 
V4 4,50% 0,50% 2,00% 5,50% 2,50% 2,50% n. v. 2,50% 1,00% 3,50% 3,00% 6,00% 2,50% 
V5 4,50% 2,00% 5,50% 6,00% 5,00% 7,50% 4,00% 0,50% 6,00% 4,00% 5,50% n. v. 2,00% 
V6 3,50% 2,00% 9,50% 4,50% 5,50% 3,00% 3,50% 0,50% 3,00% 5,50% 5,00% n. v. 4,50% 
              
MW 3,46% 1,40% 4,47% 3,83% 4,00% 3,58% 4,08% 2,10% 3,50% 4,12% 3,95% 4,30% 3,47% 
SEM 0,62% 0,25% 1,12% 0,83% 0,56% 0,80% 0,53% 0,67% 1,18% 0,65% 0,55% 0,87% 0,49% 
              
p (S) - 0,028* 0,449 0,443 0,516 0,890 0,254 0,162 0,979 0,309 0,430 0,447 0,997 























Art 8 Art 9 Art 10 
V1 0,53% 0,42% 0,00% 0,00% 1,20% 1,60% 0,40% 0,80% 3,60% 1,20% 2,00% 3,20% 1,20% 
V2 4,97% 3,60% 2,80% 0,00% 2,00% 2,00% 3,60% 0,80% 4,00% 0,80% 4,00% 5,20% 3,60% 
V3 4,50% 0,00% 3,00% 3,00% 2,00% 2,00% n. v. 1,00% 6,00% 3,50% 2,50% 4,00% 4,50% 
V4 4,50% 2,00% 3,00% 4,50% 4,50% 7,00% n. v. 2,50% 4,00% 6,00% 5,00% 9,50% 7,50% 
V5 3,00% 0,00% 2,50% 3,50% 3,50% 2,50% 3,50% 2,50% 3,50% 2,50% 3,50% n. v. 3,00% 
V6 1,50% 1,00% 1,00% 0,00% 1,50% 2,00% 1,50% 1,00% 4,00% 2,50% 5,00% n. v. 2,00% 
              
MW 3,17% 1,17% 2,05% 1,83% 2,45% 2,85% 2,25% 1,43% 4,18% 2,75% 3,67% 5,48% 3,63% 
SEM 0,74% 0,58% 0,51% 0,84% 0,52% 0,84% 0,78% 0,34% 0,37% 0,76% 0,51% 1,40% 0,91% 
              
p (S) - 0,032* 0,012* 0,155 0,321 0,729 0,575 0,065 0,185 0,643 0,550 0,235 0,461 























Art 8 Art 9 Art 10 
V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,40% 0,00% 0,00% 0,80% 0,00% 0,40% 0,00% 0,40% 
V2 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,40% 0,40% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% n. v. 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% n. v. 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% n. v. 0,50% 
V6 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% n. v. 0,00% 
              
MW 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,07% 0,00% 0,00% 0,22% 0,00% 0,07% 0,10% 0,22% 
SEM 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,07% 0,00% 0,00% 0,14% 0,00% 0,07% 0,10% 0,10% 
              
p (S) - n. v. n. v. n. v. n. v. 0,363 n. v. n. v. 0,189 n. v. 0,363 0,391 0,078 































Art 8 Art 9 Art 10 
V1 0,00% 0,72% 0,00% 0,00% 0,00% 0,40% 0,00% 0,00% 0,00% 0,40% 0,00% 1,60% 1,60% 
V2 0,00% 0,40% 0,00% 0,00% 0,80% 0,00% 1,60% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,40% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 2,00% 0,50% 0,50% 0,50% n. v. 0,00% 0,50% 0,50% 0,00% 0,00% 0,50% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,50% 0,00% 2,00% n. v. 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 3,70% 1,00% 0,50% 0,50% 0,50% 0,50% 1,50% 1,50% 1,00% 1,50% 0,00% n. v. 0,00% 
V6 0,00% 0,50% 0,00% 0,50% 0,00% 0,50% n. v. n. v. 1,50% 0,50% 0,00% n. v. 0,50% 
              
MW 0,62% 0,44% 0,42% 0,33% 0,30% 0,65% 1,03% 0,30% 0,50% 0,48% 0,00% 0,50% 0,43% 
SEM 0,62% 0,16% 0,33% 0,11% 0,14% 0,28% 0,52% 0,30% 0,26% 0,22% 0,00% 0,38% 0,25% 
              
p (S) - 0,743 0,781 0,652 0,616 0,965 0,872 0,374 0,845 0,765 0,363 0,278 0,814 























Art 8 Art 9 Art 10 
V1 0,56% 0,00% 0,80% 0,00% 0,00% 2,80% 0,40% 0,00% 0,00% 0,00% 0,40% 0,40% 0,80% 
V2 0,00% 0,40% 0,40% 0,80% 0,80% 0,80% 0,40% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,40% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,50% n. v. 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 1,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% n. v. 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,00% 
V5 1,85% 0,50% 0,00% 0,50% 1,00% 1,50% 1,00% 0,00% 0,50% 0,50% 1,00% n. v. 1,00% 
V6 0,00% 0,00% 0,50% 0,00% 2,50% 1,50% n. v. n. v. 1,00% 1,00% 0,50% n. v. 0,00% 
              
MW 0,40% 0,32% 0,28% 0,22% 0,72% 1,18% 0,60% 0,00% 0,25% 0,25% 0,32% 0,10% 0,53% 
SEM 0,30% 0,16% 0,14% 0,14% 0,40% 0,40% 0,20% 0,00% 0,17% 0,17% 0,16% 0,10% 0,19% 
              
p (S) - 0,808 0,754 0,556 0,551 0,103 0,632 0,251 0,653 0,653 0,656 0,391 0,617 























Art 8 Art 9 Art 10 
V1 1,67% 3,62% 2,00% 4,80% 2,40% 9,60% 10,4% 1,20% 1,60% 5,20% 2,80% 6,00% 2,00% 
V2 10,4% 3,60% 0,00% 4,40% 2,80% 4,40% 4,00% 0,80% 0,80% 1,60% 0,40% 1,60% 0,40% 
V3 1,85% 2,00% 1,00% 0,50% 1,50% 4,50% n. v. 0,50% 1,00% 0,00% 0,00% 1,00% 0,00% 
V4 0,50% 4,00% 0,50% 0,00% 0,50% 4,00% n. v. 0,50% 0,50% 0,00% 0,00% 1,00% 4,00% 
V5 9,26% 8,00% 4,50% 6,50% 12,5% 5,00% 9,00% 3,00% 4,00% 5,00% 2,00% n. v. 6,50% 
V6 12,1% 1,50% 5,50% 9,00% 6,50% 9,50% n. v. n. v. 7,50% 6,00% 4,00% n. v. 6,50% 
              
MW 5,99% 3,79% 2,25% 4,20% 4,37% 6,17% 7,80% 1,20% 2,57% 2,97% 1,53% 2,40% 3,23% 
SEM 2,12% 0,94% 0,92% 1,41% 1,83% 1,08% 1,94% 0,47% 1,11% 1,12% 0,68% 1,21% 1,18% 
              
p (S) - 0,370 0,088 0,214 0,383 0,939 0,894 0,134 0,081 0,153 0,065 0,689 0,213 























Art 8 Art 9 Art 10 
V1 0,56% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 4,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,40% 0,00% 
V2 0,00% 1,20% 0,00% 0,80% 0,40% 0,40% 1,60% 0,00% 0,00% 0,00% 0,40% 0,00% 0,80% 
V3 0,00% 1,00% 0,50% 0,00% 1,50% 3,00% n. v. 0,00% 0,00% 0,00% 0,50% 0,50% 0,50% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,00% n. v. 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 1,85% 2,00% 1,00% 1,50% 1,00% 2,00% 2,00% 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% n. v. 2,00% 
V6 0,00% 0,50% 1,50% 0,50% 1,00% 0,00% n. v. n. v. 0,00% 1,00% 0,00% n. v. 0,50% 
              
MW 0,40% 0,78% 0,50% 0,47% 0,65% 1,73% 1,20% 0,00% 0,08% 0,17% 0,15% 0,23% 0,63% 
SEM 0,30% 0,32% 0,26% 0,25% 0,25% 0,64% 0,61% 0,00% 0,08% 0,17% 0,10% 0,13% 0,30% 
              
p (S) - 0,212 0,783 0,766 0,530 0,083 0,595 0,251 0,218 0,567 0,510 0,589 0,289 























Art 8 Art 9 Art 10 
V1 0,56% 0,48% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,40% 0,00% 0,40% 0,40% 0,40% 0,40% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,40% 0,00% 
V3 0,00% 1,00% 1,00% 0,00% 0,00% 0,00% n. v. 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,50% n. v. 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 1,85% 1,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,50% 1,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,50% n. v. 0,00% 
V6 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% n. v. n. v. 0,00% 0,00% 0,50% n. v. 0,00% 
              
MW 0,40% 0,48% 0,17% 0,07% 0,07% 0,23% 0,47% 0,00% 0,00% 0,00% 0,17% 0,10% 0,00% 
SEM 0,30% 0,18% 0,17% 0,07% 0,07% 0,11% 0,29% 0,00% 0,00% 0,00% 0,11% 0,10% 0,00% 
              
p (S) - 0,763 0,567 0,354 0,354 0,577 0,468 0,251 0,244 0,244 0,411 0,856 0,244 


























V1 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,67% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
             
MW 0,00% 0,13% 0,04% 0,17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
SEM 0,00% 0,08% 0,04% 0,17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
             
p (S) - 0,215 0,391 0,391 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 


















V1 2,00% 1,00% 6,00% 5,33% 5,67% 3,67% 7,00% 1,00% 2,67% 2,00% 7,33% 3,00% 
V2 1,17% 1,17% 1,83% 3,83% 2,67% 3,50% 3,00% 3,17% 1,83% 4,00% 2,83% 1,67% 
V3 2,67% 1,33% 2,33% 6,24% 3,31% 5,56% 2,00% 3,67% 6,38% 3,17% 3,50% 3,00% 
V4 4,00% 0,67% 2,33% 4,67% 3,33% 2,33% 2,67% 3,33% 3,00% 3,67% 3,33% 3,00% 
             
MW 2,46% 1,04% 3,13% 5,02% 3,74% 3,76% 3,67% 2,79% 3,47% 3,21% 4,25% 2,67% 
SEM 0,60% 0,14% 0,97% 0,51% 0,66% 0,67% 1,13% 0,61% 1,00% 0,44% 1,04% 0,33% 
             
p (S) - 0,136 0,620 0,030 0,253 0,291 0,462 0,670 0,379 0,371 0,255 0,659 


















V1 3,67% 5,67% 3,00% 6,00% 7,33% 3,00% 3,67% 2,00% 3,33% 5,00% 5,33% 12,3% 
V2 2,17% 1,33% 2,17% 2,50% 2,17% 3,17% 1,83% 2,00% 3,00% 2,00% 2,17% 1,17% 
V3 1,83% 2,50% 2,00% 1,34% 6,20% 2,22% 1,17% 2,00% 2,98% 3,50% 2,83% 2,50% 
V4 2,00% 2,00% 3,33% 3,67% 3,33% 3,67% 3,67% 1,67% 3,00% 4,67% 3,67% 5,33% 
             
MW 2,42% 2,88% 2,63% 3,38% 4,76% 3,01% 2,58% 1,92% 3,08% 3,79% 3,50% 5,33% 
SEM 0,42% 0,96% 0,32% 1,00% 1,21% 0,30% 0,64% 0,08% 0,09% 0,68% 0,68% 2,49% 
             
p (S) - 0,500 0,651 0,230 0,104 0,315 0,769 0,302 0,145 0,101 0,071 0,262 


















V1 0,00% 0,00% 0,67% 2,00% 0,00% 0,00% 0,67% 1,00% 2,00% 2,00% 0,33% 2,33% 
V2 1,33% 0,17% 1,33% 1,00% 1,83% 1,17% 1,17% 2,33% 2,33% 1,33% 1,50% 1,00% 
V3 1,00% 0,33% 2,33% 1,56% 1,65% 1,48% 1,33% 1,83% 1,70% 1,67% 1,17% 1,67% 
V4 2,00% 0,33% 2,33% 3,33% 2,67% 5,00% 2,67% 4,00% 4,67% 1,33% 3,00% 0,33% 
             
MW 1,08% 0,21% 1,67% 1,97% 1,54% 1,91% 1,46% 2,29% 2,68% 1,58% 1,50% 1,33% 
SEM 0,42% 0,08% 0,41% 0,50% 0,56% 1,08% 0,43% 0,63% 0,68% 0,16% 0,56% 0,43% 
             
p (S) - 0,091 0,133 0,175 0,062 0,343 0,153 0,020 0,039 0,444 0,127 0,786 


















V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,00% 0,17% 0,00% 0,17% 0,17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,17% 0,22% 0,21% 0,00% 0,00% 0,17% 0,00% 0,00% 0,17% 0,00% 
V4 0,00% 0,00% 0,67% 0,67% 0,00% 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 
             
MW 0,00% 0,00% 0,25% 0,22% 0,09% 0,04% 0,08% 0,04% 0,00% 0,08% 0,04% 0,00% 
SEM 0,00% 0,00% 0,14% 0,16% 0,05% 0,04% 0,08% 0,04% 0,00% 0,08% 0,04% 0,00% 
             
p (S) - n. v. 0,182 0,252 0,185 0,391 0,391 0,391 n. v. 0,391 0,391 n. v. 
p (A) - - 0,182 0,252 0,185 0,391 0,391 0,391 n. v. 0,391 0,391 n. v. 
Alle Werte sind in % angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension; HU = HUVEC; MW = Mittelwert; 
n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p 
(A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen 




























V1 0,83% 0,67% 0,00% 0,17% 0,17% 0,00% 0,17% 0,17% 0,00% 0,17% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,67% 0,17% 0,90% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,68% 0,00% 1,16% 1,56% 0,42% 0,00% 0,67% 0,00% 0,47% 
             
MW 0,28% 0,44% 0,06% 0,58% 0,06% 0,39% 0,58% 0,20% 0,00% 0,28% 0,00% 0,16% 
SEM 0,28% 0,22% 0,06% 0,22% 0,06% 0,39% 0,50% 0,12% 0,00% 0,20% 0,00% 0,16% 
             
p (S) - 0,580 0,547 0,599 0,423 0,867 0,696 0,822 0,423 1,000 0,423 0,779 


















V1 0,17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,17% 0,17% 
V2 0,17% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,55% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
             
MW 0,22% 0,11% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,18% 0,00% 0,06% 0,06% 
SEM 0,06% 0,11% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,18% 0,00% 0,06% 0,06% 
             
p (S) - 0,529 0,057 0,057 0,057 0,057 0,057 0,057 0,876 0,057 0,225 0,225 


















V1 2,50% 1,33% 0,17% 1,17% 0,17% 0,67% 0,17% 0,17% 0,00% 0,17% 0,17% 0,83% 
V2 4,00% 1,67% 0,00% 0,00% 0,25% 0,00% 0,33% 0,00% 0,70% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 1,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,33% 0,58% 0,52% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
             
MW 2,50% 1,00% 0,06% 0,39% 0,25% 0,42% 0,34% 0,06% 0,23% 0,06% 0,06% 0,28% 
SEM 0,87% 0,51% 0,06% 0,39% 0,05% 0,21% 0,10% 0,06% 0,23% 0,06% 0,06% 0,28% 
             
p (S) - 0,070 0,106 0,156 0,128 0,183 0,144 0,106 0,078 0,106 0,106 0,135 


















V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,21% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
             
MW 0,00% 0,11% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,07% 0,00% 0,00% 0,00% 
SEM 0,00% 0,11% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,07% 0,00% 0,00% 0,00% 
             
p (S) - 0,423 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 0,423 n. v. n. v. n. v. 


















V1 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,17% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
             
MW 0,11% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,07% 0,00% 0,00% 0,00% 
SEM 0,11% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,05% 0,00% 0,00% 0,00% 
             
p (S) - 0,423 0,423 0,423 0,423 0,423 0,423 0,423 0,537 0,423 0,423 0,423 
p (A) - - n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 0,328 n. v. n. v. n. v. 
Alle Werte sind in % angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension; HU = HUVEC; MW = Mittelwert; 
n. v. = nicht verfügbar/kontaminiert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p 
(A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024 (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen 






















V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,56% 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 0,50% 
V2 0,50% 0,25% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,25% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 0,00% 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
            
MW 0,10% 0,10% 0,00% 0,07% 0,07% 0,11% 0,00% 0,10% 0,00% 0,00% 0,10% 
SEM 0,10% 0,06% 0,00% 0,07% 0,07% 0,11% 0,00% 0,10% 0,00% 0,00% 0,10% 
            
p (S) - 1,000 0,374 0,815 0,815 0,945 0,374 1,000 0,374 0,374 1,000 









V1 6,00% 5,00% 8,00% 8,50% 9,00% 7,87% 7,50% 8,00% 8,00% 8,00% 5,50% 
V2 5,00% 3,50% 6,50% 8,00% 7,50% 4,50% 6,00% 6,00% 5,00% 5,50% 5,50% 
V3 7,50% 5,50% 6,50% 7,50% 7,00% 1,00% 8,50% 4,50% 8,00% 6,00% 8,00% 
V4 1,00% 2,00% 3,67% 4,00% 4,67% 4,66% 2,67% 1,33% 2,00% 6,33% 2,33% 
V5 1,00% 0,67% 1,33% 3,00% 3,33% 2,07% 1,00% 2,00% 1,33% 2,00% 3,67% 
            
MW 4,10% 3,33% 5,20% 6,20% 6,30% 4,02% 5,13% 4,37% 4,87% 5,57% 5,00% 
SEM 1,33% 0,91% 1,19% 1,12% 1,02% 1,19% 1,43% 1,24% 1,42% 0,99% 0,96% 
            
p (S) - 0,215 0,012 0,005 0,003 0,965 0,024 0,772 0,092 0,261 0,164 









V1 0,50% 3,75% 1,50% 2,50% 2,50% 4,49% 0,50% 3,50% 0,50% 3,50% 6,50% 
V2 4,00% 0,25% 0,00% 2,00% 3,00% 1,00% 2,00% 4,50% 2,50% 2,00% 2,50% 
V3 4,50% 1,00% 4,50% 3,00% 5,50% 6,50% 1,00% 4,50% 5,50% 3,50% 4,50% 
V4 7,67% 1,67% 4,67% 4,00% 8,33% 8,81% 2,33% 16,6% 10,0% 3,33% 10,0% 
V5 8,67% 2,33% 8,67% 4,67% 6,67% 7,44% 7,00% 3,33% 6,00% 4,00% 4,33% 
            
MW 5,07% 1,80% 3,87% 3,23% 5,20% 5,65% 2,57% 6,50% 4,90% 3,27% 5,57% 
SEM 1,45% 0,60% 1,49% 0,49% 1,10% 1,36% 1,16% 2,55% 1,62% 0,34% 1,28% 
            
p (S) - 0,131 0,284 0,162 0,862 0,660 0,050 0,571 0,860 0,264 0,789 









V1 4,00% 1,00% 5,00% 3,00% 3,50% 3,93% 4,50% 2,00% 4,50% 6,00% 3,50% 
V2 3,50% 0,50% 2,50% 2,00% 4,00% 4,00% 3,00% 2,50% 2,00% 5,00% 5,00% 
V3 4,00% 0,50% 2,50% 5,00% 2,50% 2,50% 3,50% 6,00% 4,50% 6,50% 2,50% 
V4 1,00% 0,33% 3,33% 3,00% 2,67% 5,18% 3,00% 3,00% 3,67% 3,33% 3,67% 
V5 0,00% 0,33% 0,33% 1,00% 2,00% 0,00% 0,00% 1,00% 1,00% 0,00% 1,67% 
            
MW 2,50% 0,53% 2,73% 2,80% 2,93% 3,12% 2,80% 2,90% 3,13% 4,17% 3,27% 
SEM 0,84% 0,12% 0,75% 0,66% 0,36% 0,89% 0,75% 0,84% 0,70% 1,17% 0,56% 
            
p (S) - 0,060 0,752 0,675 0,545 0,548 0,553 0,648 0,395 0,021 0,373 









V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 3,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,04% 0,00% 0,00% 0,67% 0,00% 0,00% 
V5 0,33% 0,17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
            
MW 0,17% 0,03% 0,00% 0,00% 0,00% 0,91% 0,00% 0,10% 0,13% 0,00% 0,00% 
SEM 0,11% 0,03% 0,00% 0,00% 0,00% 0,68% 0,00% 0,10% 0,13% 0,00% 0,00% 
            
p (S) - 0,242 0,189 0,189 0,189 0,292 0,189 0,717 0,876 0,189 0,189 
p (A) - - 0,374 0,374 0,374 0,274 0,374 0,587 0,529 0,374 0,374 
Abkürzungen: Sus = Suspension; PL = PLVEC; Pla = MSZ aus der Plazenta; MW = Mittelwert; p (S) 
= Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich 


















V1 0,00% 1,75% 4,30% 2,11% 0,00% 0,00% 2,00% 0,00% 0,00% 15,3% 0,00% 
V2 0,00% 0,75% 1,00% 0,00% 1,50% 1,54% 2,50% 0,50% 2,00% 0,00% 5,00% 
V3 0,00% 0,00% 1,00% 0,00% 0,00% 2,86% 0,00% 1,00% 0,00% 3,39% 0,00% 
V4 0,00% 1,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,67% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 1,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,67% 2,15% 0,00% 0,33% 0,00% 
            
MW 0,00% 0,97% 1,26% 0,42% 0,30% 0,88% 1,03% 0,73% 0,53% 3,82% 1,00% 
SEM 0,00% 0,29% 0,79% 0,42% 0,30% 0,58% 0,52% 0,40% 0,39% 2,96% 1,00% 
            
p (S) - 0,030 0,187 0,374 0,374 0,202 0,117 0,142 0,242 0,266 0,374 









V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,04% 0,00% 9,68% 
V2 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 1,50% 0,00% 0,00% 0,00% 1,43% 0,00% 0,50% 0,00% 1,69% 1,50% 
V4 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,67% 
V5 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
            
MW 0,00% 0,37% 0,00% 0,00% 0,00% 0,29% 0,00% 0,10% 0,21% 0,34% 2,37% 
SEM 0,00% 0,29% 0,00% 0,00% 0,00% 0,29% 0,00% 0,10% 0,21% 0,34% 1,85% 
            
p (S) - 0,276 n. v. n. v. n. v. 0,374 n. v. 0,374 0,374 0,374 0,269 









V1 0,00% 1,50% 0,00% 1,05% 1,00% 0,00% 0,50% 2,70% 1,04% 0,00% 6,45% 
V2 0,00% 1,25% 0,00% 0,00% 0,00% 1,54% 0,50% 1,00% 0,50% 0,50% 1,50% 
V3 4,00% 5,75% 2,00% 0,50% 0,00% 1,43% 3,00% 3,00% 7,09% 10,1% 3,50% 
V4 1,67% 2,83% 0,00% 1,00% 0,67% 0,90% 7,00% 5,06% 7,67% 4,00% 20,0% 
V5 7,67% 3,17% 0,00% 0,00% 0,68% 0,00% 3,00% 2,15% 2,86% 6,67% 11,6% 
            
MW 2,67% 2,90% 0,40% 0,51% 0,47% 0,77% 2,80% 2,78% 3,83% 4,27% 8,62% 
SEM 1,45% 0,80% 0,40% 0,23% 0,20% 0,33% 1,19% 0,66% 1,50% 1,91% 3,32% 
            
p (S) - 0,854 0,184 0,242 0,207 0,299 0,938 0,945 0,548 0,274 0,146 









V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,50% 0,00% 0,00% 0,00% 3,23% 
V2 0,00% 0,25% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 1,00% 0,00% 0,50% 1,22% 1,43% 0,00% 1,00% 2,13% 1,69% 3,00% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 2,00% 0,84% 0,33% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
            
MW 0,00% 0,25% 0,00% 0,10% 0,24% 0,29% 0,70% 0,47% 0,49% 0,34% 1,25% 
SEM 0,00% 0,19% 0,00% 0,10% 0,24% 0,29% 0,44% 0,21% 0,41% 0,34% 0,76% 
            
p (S) - 0,266 n. v. 0,374 0,374 0,374 0,184 0,087 0,300 0,374 0,178 









V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,25% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,25% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,67% 
V5 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
            
MW 0,00% 0,17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,13% 
SEM 0,00% 0,07% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,13% 
            
p (S) - 0,075 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 0,374 
p (A) - - 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,865 
Abkürzungen: Sus = Suspension; PL = PLVEC; Pla = MSZ aus der Plazenta; MW = Mittelwert; p (S) 
= Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich 









 Fraktion in Kokultur und Tripel-Kultur 



















F +  
MSZ 7/5 
V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 1,00% 0,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
           
MW 0,00% 0,20% 0,10% 0,00% 0,10% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
SEM 0,00% 0,20% 0,10% 0,00% 0,10% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
           
p (S) - 0,374 0,374 n. v. 0,374 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
p (A) - - 0,374 0,374 0,704 0,374 0,374 0,374 0,374 0,374 
 



















F +  
MSZ 7/5 
V1 4,41% 1,50% 1,89% 1,50% 1,50% 3,00% 5,50% 2,50% 1,50% 2,00% 
V2 0,00% 1,50% 1,50% 2,00% 1,00% 2,00% 2,50% 3,50% 3,50% 3,00% 
V3 4,05% 3,50% 0,00% 1,60% 3,50% 3,50% 3,03% 6,00% 2,20% 2,00% 
V4 1,50% 2,00% 4,50% 4,50% 2,00% 0,50% 2,50% 7,00% 6,50% 4,50% 
V5 9,86% 4,00% 5,50% 8,00% 9,50% 5,50% 9,50% 5,50% 4,00% 3,00% 
           
MW 3,96% 2,50% 2,68% 3,52% 3,50% 2,90% 4,61% 4,90% 3,54% 2,90% 
SEM 1,68% 0,52% 1,01% 1,25% 1,56% 0,83% 1,34% 0,83% 0,86% 0,46% 
           
p (S) - 0,330 0,438 0,735 0,528 0,354 0,356 0,630 0,844 0,598 
p (A) - - 0,870 0,375 0,426 0,512 0,136 0,026 0,363 0,621 
 



















F +  
MSZ 7/5 
V1 8,82% 2,00% 6,60% 4,50% 1,50% 5,50% 3,50% 5,00% 3,50% 4,50% 
V2 16,67% 4,00% 9,00% 7,00% 4,50% 6,00% 5,00% 7,50% 5,50% 4,00% 
V3 6,08% 3,50% 12,50% 4,80% 3,50% 4,50% 4,55% 7,50% 7,69% 2,50% 
V4 4,50% 2,00% 4,00% 10,00% 4,00% 4,50% 8,00% 6,50% 5,00% 4,00% 
V5 10,56% 5,00% 8,50% 3,50% 5,00% 3,50% 7,00% 4,50% 6,50% 6,50% 
           
MW 9,33% 3,30% 8,12% 5,96% 3,70% 4,80% 5,61% 6,20% 5,64% 4,30% 
SEM 2,12% 0,58% 1,40% 1,16% 0,60% 0,44% 0,82% 0,62% 0,71% 0,64% 
           
p (S) - 0,032* 0,622 0,268 0,049* 0,079 0,208 0,220 0,182 0,068 























F +  
MSZ 7/5 
V1 5,88% 0,50% 0,00% 1,00% 0,50% 4,50% 2,50% 0,50% 2,00% 2,50% 
V2 0,00% 0,00% 0,00% 1,00% 0,50% 2,50% 2,50% 2,50% 0,00% 1,00% 
V3 4,05% 0,00% 0,00% 1,60% 1,00% 0,50% 1,52% 6,00% 1,10% 2,00% 
V4 2,00% 0,80% 2,50% 0,00% 0,50% 3,50% 4,50% 4,50% 2,50% 2,50% 
V5 2,82% 2,00% 3,00% 5,00% 2,50% 1,00% 6,50% 3,00% 4,00% 4,50% 
           
MW 2,95% 0,66% 1,10% 1,72% 1,00% 2,40% 3,50% 3,30% 1,92% 2,50% 
SEM 0,99% 0,37% 0,68% 0,86% 0,39% 0,75% 0,89% 0,93% 0,67% 0,57% 
           
p (S) - 0,091 0,230 0,386 0,136 0,647 0,724 0,827 0,362 0,666 























F +  
MSZ 7/5 
V1 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,70% 0,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 0,00% 
           
MW 0,14% 0,30% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,10% 0,00% 0,00% 0,00% 
SEM 0,14% 0,12% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,10% 0,00% 0,00% 0,00% 
           
p (S) - 0,331 0,374 0,374 0,374 0,374 0,374 0,374 0,374 0,374 











 Fraktion in Kokultur und Tripel-Kultur 



















F +  
MSZ 7/5 
V1 1,00% 2,00% 0,50% 2,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 3,50% 0,00% 3,50% 0,00% 0,00% 0,00% 1,09% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 2,45% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
           
MW 0,20% 1,59% 0,10% 1,10% 0,00% 0,00% 0,00% 0,32% 0,00% 0,00% 
SEM 0,20% 0,69% 0,10% 0,71% 0,00% 0,00% 0,00% 0,22% 0,00% 0,00% 
           
p (S) - 0,115 0,374 0,255 0,374 0,374 0,374 0,750 0,374 0,374 
p (A) - - 0,095 0,374 0,084 0,084 0,084 0,114 0,084 0,084 
 



















F +  
MSZ 7/5 
V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,50% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 0,61% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
           
MW 0,00% 0,12% 0,00% 0,10% 0,00% 0,00% 0,00% 0,10% 0,00% 0,00% 
SEM 0,00% 0,12% 0,00% 0,10% 0,00% 0,00% 0,00% 0,10% 0,00% 0,00% 
           
p (S) - 0,374 n. v. 0,374 n. v. n. v. n. v. 0,374 n. v. n. v. 
p (A) - - 0,374 0,904 0,374 0,374 0,374 0,904 0,374 0,374 
 



















F +  
MSZ 7/5 
V1 7,00% 4,00% 3,50% 4,00% 0,50% 0,00% 5,00% 0,00% 1,00% 0,50% 
V2 5,88% 3,50% 1,00% 3,50% 1,18% 19,05% 3,70% 3,26% 2,50% 1,00% 
V3 3,51% 6,50% 1,00% 3,50% 7,02% 16,67% 0,00% 1,00% 1,00% 1,50% 
V4 5,00% 1,23% 2,00% 0,50% 2,00% 2,50% 1,00% 0,00% 0,00% 1,50% 
V5 9,00% 0,00% 4,50% 2,00% 3,00% 4,00% 3,00% 1,50% 2,00% 1,50% 
           
MW 6,08% 3,05% 2,40% 2,70% 2,74% 8,44% 2,54% 1,15% 1,30% 1,20% 
SEM 0,93% 1,13% 0,70% 0,64% 1,15% 3,91% 0,91% 0,60% 0,44% 0,20% 
           
p (S) - 0,187 0,001* 0,043* 0,140 0,624 0,008* 0,009* 0,004* 0,008* 























F +  
MSZ 7/5 
V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
           
MW 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
SEM 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
           
p (S) - n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 























F +  
MSZ 7/5 
V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 1,50% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
           
MW 0,00% 0,30% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
SEM 0,00% 0,30% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
           
p (S) - 0,374 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 































Art 8 Art 9 Art 10 
V1 n. v. 0,04% 0,22% 0,30% 0,44% 0,77% 0,31% 0,08% 0,86% 0,24% 0,93% 1,70% 0,23% 
V2 0,43% 0,87% 0,60% 1,29% 0,31% 0,95% 0,00% 0,28% 0,22% 0,47% 0,35% 0,18% 0,38% 
V3 0,94% 0,06% 0,68% 1,34% 0,90% 1,61% n. v. 0,33% 0,44% 0,77% 2,04% 1,13% 0,64% 
V4 1,87% 0,25% 1,24% 2,25% 1,69% 2,43% n. v. 1,51% 3,17% 1,54% 2,88% n. v. 2,62% 
V5 0,49% 0,08% 0,31% 0,29% 1,28% 0,74% 0,57% 0,26% 0,32% 0,32% 1,27% n. v. 0,43% 
V6 n. v. 0,04% 0,22% 0,30% 0,44% 0,77% 0,31% 0,08% 0,86% 0,24% 0,93% 1,70% 0,23% 
              
MW 0,93% 0,26% 0,61% 1,10% 0,93% 1,30% 0,29% 0,49% 1,00% 0,67% 1,50% 1,00% 0,86% 
SEM 0,33% 0,16% 0,18% 0,37% 0,26% 0,32% 0,16% 0,26% 0,55% 0,24% 0,44% 0,44% 0,45% 
              
p (S) - 0,249 0,262 0,191 0,642 0,011 0,618 0,043 0,809 0,129 0,078 0,921 0,728 


















V1 0,15% 0,27% 0,06% 0,19% 0,09% 0,09% 0,10% 0,03% 0,04% 0,08% 0,11% 0,06% 
V2 0,10% 0,05% n. v. 0,06% n. v. n. v. n. v. 0,03% n. v. n. v. 0,04% n. v. 
V3 0,96% 1,23% 0,18% 0,47% 0,93% 0,48% 0,46% 0,52% 0,57% 0,97% 0,92% 0,56% 
V4 0,23% 0,26% 0,00% 0,19% 0,22% 0,16% 0,13% 0,06% 0,04% 0,09% 0,33% 0,14% 
V5 0,98% 0,34% 1,03% 0,55% 0,32% 0,18% 1,12% 0,51% 0,61% 0,57% 0,24% 0,64% 
             
MW 0,48% 0,43% 0,32% 0,29% 0,39% 0,23% 0,45% 0,23% 0,32% 0,43% 0,33% 0,35% 
SEM 0,20% 0,21% 0,24% 0,09% 0,19% 0,08% 0,24% 0,12% 0,16% 0,21% 0,16% 0,15% 
             
p (S) - 0,756 0,246 0,159 0,315 0,145 0,409 0,038 0,030 0,195 0,352 0,065 









V1 0,05% 0,00% 0,02% 0,16% 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 
V2 0,06% 0,46% 0,12% 0,18% 0,20% 0,06% 0,06% 0,02% 0,04% 0,03% 0,32% 
V3 0,29% 0,73% 0,16% 0,21% 0,30% 0,21% 0,08% 0,13% 0,00% 0,10% 0,20% 
V4 0,08% 0,22% 1,40% 0,49% 0,66% 0,24% 0,13% 0,24% 0,17% 0,14% 0,55% 
V5 0,00% 0,29% 0,90% 0,28% 0,49% 0,05% 0,14% 0,13% 0,32% 0,04% 0,25% 
            
MW 0,10% 0,34% 0,52% 0,26% 0,33% 0,11% 0,09% 0,10% 0,10% 0,06% 0,27% 
SEM 0,05% 0,12% 0,27% 0,06% 0,11% 0,05% 0,02% 0,04% 0,06% 0,03% 0,08% 
            
p (S) - 0,054 0,220 0,121 0,143 0,786 0,850 0,904 0,943 0,499 0,166 
p (A) - - 0,602 0,629 0,960 0,100 0,104 0,132 0,187 0,075 0,647 
 



















F +  
MSZ 7/5 
V1 0,14% 0,83% 0,08% 0,75% 0,04% 0,39% 1,24% 0,43% 0,25% 0,44% 
V2 0,00% 0,54% 0,29% 0,15% 0,26% 0,15% 0,26% 0,25% 0,10% 0,15% 
V3 0,43% 0,90% 0,16% 0,56% 0,28% 1,09% n. v. 0,90% 0,36% 0,20% 
V4 0,65% 0,87% 0,52% 0,98% 0,81% 0,37% 0,73% 1,51% 0,79% n. v. 
V5 1,14% 0,81% 0,69% 0,72% 0,85% 1,03% 0,72% 1,59% 1,97% 0,43% 
           
MW 0,47% 0,79% 0,35% 0,63% 0,45% 0,61% 0,74% 0,94% 0,69% 0,31% 
SEM 0,20% 0,06% 0,11% 0,14% 0,16% 0,19% 0,20% 0,27% 0,34% 0,08% 
           
p (S) - 0,150 0,364 0,390 0,823 0,445 0,478 0,012 0,231 0,622 







































Art 8 Art 9 Art 10 
V1 n. v. 0,00% 0,04% 0,13% 0,08% 0,00% 0,02% 0,04% 0,60% 0,15% 0,00% 0,00% 0,15% 
V2 0,04% 0,45% 0,23% 0,26% 0,22% 0,61% 0,00% 0,65% 0,21% 0,02% 0,19% 0,08% 0,13% 
V3 0,32% 1,38% 0,65% 0,48% 0,77% 0,89% n. v. 0,29% 0,13% 0,30% 0,64% 0,37% 0,81% 
V4 0,04% 0,16% 0,40% 0,26% 0,05% 0,37% n. v. 0,06% 0,09% 0,11% 0,14% n. v. 0,14% 
V5 0,08% 0,53% 0,66% 0,21% 0,89% 0,87% 0,76% 0,28% 0,13% 0,12% 0,46% n. v. 0,26% 
V6 n. v. 0,00% 0,04% 0,13% 0,08% 0,00% 0,02% 0,04% 0,60% 0,15% 0,00% 0,00% 0,15% 
              
MW 0,12% 0,50% 0,39% 0,27% 0,40% 0,55% 0,26% 0,27% 0,23% 0,14% 0,29% 0,15% 0,30% 
SEM 0,07% 0,24% 0,12% 0,06% 0,18% 0,17% 0,25% 0,11% 0,09% 0,04% 0,12% 0,11% 0,13% 
              
p (S) - 0,085 0,022 0,003 0,134 0,009 0,541 0,259 0,823 0,569 0,040 0,111 0,111 


















V1 n. v. 0,03% 0,05% 0,10% 0,00% 0,07% 0,20% 0,09% 0,00% 0,02% 0,05% 0,04% 
V2 0,67% 0,56% n. v. 0,16% n. v. n. v. n. v. 0,00% n. v. n. v. 0,48% n. v. 
V3 0,20% 0,06% 0,03% 0,12% 0,20% 0,13% 0,22% 0,21% 0,15% 0,26% 0,26% 0,27% 
V4 0,00% 0,00% 0,07% 0,05% 0,04% 0,04% 0,04% 0,02% 0,03% 0,07% 0,07% 0,04% 
V5 0,37% 0,06% 0,26% 0,46% 0,02% 0,00% 0,13% 0,04% 0,12% 0,05% 0,10% 0,05% 
             
MW 0,31% 0,14% 0,10% 0,18% 0,07% 0,06% 0,15% 0,07% 0,07% 0,10% 0,19% 0,10% 
SEM 0,14% 0,10% 0,05% 0,07% 0,05% 0,03% 0,04% 0,04% 0,03% 0,05% 0,08% 0,06% 
             
p (S) - 0,115 0,440 0,469 0,495 0,389 0,585 0,237 0,388 0,660 0,395 0,626 









V1 0,66% 0,56% 1,39% 1,62% 2,84% 0,84% 1,04% 0,17% 0,60% 1,37% 1,35% 
V2 1,68% 4,44% 1,46% 1,05% 1,94% 0,47% 0,70% 0,55% 1,12% 1,06% 0,69% 
V3 0,71% 3,98% 0,83% 0,84% 1,25% 1,29% 0,65% 0,73% 1,06% 0,66% 0,59% 
V4 0,60% 1,03% 0,66% 0,89% 0,53% 0,06% 0,38% 0,15% 0,33% 0,30% 0,43% 
V5 0,87% 1,63% 0,80% 2,09% 1,47% 0,57% 0,78% 0,69% 1,65% 0,81% 0,84% 
            
MW 0,90% 2,33% 1,03% 1,30% 1,60% 0,64% 0,71% 0,46% 0,95% 0,84% 0,78% 
SEM 0,20% 0,79% 0,17% 0,24% 0,38% 0,20% 0,11% 0,12% 0,23% 0,18% 0,16% 
            
p (S) - 0,100 0,488 0,292 0,145 0,443 0,433 0,081 0,848 0,791 0,664 
p (A) - - 0,167 0,332 0,471 0,086 0,119 0,058 0,131 0,142 0,150 
 



















F +  
MSZ 7/5 
V1 0,61% 5,48% 0,68% 2,04% 1,54% 1,68% n. v. 3,08% 1,12% 0,98% 
V2 0,47% 3,23% 0,34% 0,38% 0,85% 0,41% n. v. 0,96% 0,38% 2,20% 
V3 1,70% 3,39% 1,02% 2,94% 1,57% 2,98% 6,51% 3,22% 2,34% 2,42% 
V4 0,90% 1,61% 2,25% 1,59% 1,67% 0,79% 2,97% 0,88% 2,12% 2,54% 
V5 0,78% 5,04% 1,50% 1,27% 2,24% 5,22% 1,64% 1,90% 2,79% 1,55% 
           
MW 0,89% 3,75% 1,16% 1,65% 1,57% 2,22% 3,71% 2,01% 1,75% 1,94% 
SEM 0,22% 0,69% 0,33% 0,42% 0,22% 0,87% 1,45% 0,50% 0,44% 0,29% 
           
p (S) - 0,021 0,486 0,049 0,063 0,185 0,157 0,059 0,073 0,018 








Abb. 47: Berechnete Expansion von hämatopoetischen Subpopulationen in Kokultur mit 
Zellen konditionell immortalisierter Einzelzellklon-Zelllinien 
Graphische Darstellung der Werte aus Tab. 72,Tab. 73, Tab. 74, Tab. 75, Tab. 76 und Tab. 77. 










 Zellen nach 14-tägiger 
Kokultur. Neben den Kontrollen (Suspension, AFT024) wurden Zellen konditionell immortalisierter 
Einzelzellklonlinien sowie die ursprünglichen primären humanen endothelialen und mesenchymalen 
Stromazellen (K = Kontrolle) verwendet. Die Kokultur mit den Zellen konditionell immortalisierter 
Einzelzellklonlinien wurde sowohl in Anwesenheit (+) als auch in Abwesenheit (-) von Doxyzyklin 















 Fraktion in Kokultur mit Einzelzellklon-Zelllinien (I) 
Screen 
A 
Sus AFT024 HU C 
HU C Klon 
1 - Dox 
HU C Klon 
1 + Dox 
HU C Klon 
2 - Dox 
HU C Klon 
2 + Dox 
HU C Klon 
3 - Dox 
HU C Klon 
3 + Dox 
V1 3,53% 14,51% 1,66% 0,27% 5,10% n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 5,21% 8,78% 7,50% 4,51% 1,59% n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 1,82% 14,73% 1,08% 0,83% 1,25% 0,31% 0,13% 0,31% 0,08% 
V4 3,33% 22,51% 2,98% 1,18% 0,05% 2,10% 0,38% 1,18% 5,33% 
V5 7,46% 18,51% 3,64% 1,52% 0,36% 2,45% 0,92% 3,25% 4,61% 
V6 6,39% 15,70% 3,07% 1,14% 0,65% 1,19% 0,98% 2,34% 4,28% 
          
MW 4,62% 15,79% 3,32% 1,58% 1,50% 1,51% 0,60% 1,77% 3,58% 
SEM 0,86% 1,87% 0,92% 0,61% 0,76% 0,48% 0,21% 0,64% 1,19% 
          
p (S) - 0,003 0,213 0,019 0,063 0,058 0,033 0,022 0,357 
p (A) - - 0,004* 0,002* 0,002* 0,001* 0,002* 0,003* 0,001* 






Klon 1  
- Dox 
HU F 
Klon 1  
+ Dox 
HU F 
Klon 2  
- Dox 
HU F 
Klon 2  
+ Dox 
HU F 
Klon 3  
- Dox 
HU F 






Klon 4  
+ Dox 
HU F 
Klon 5  
- Dox 
HU F 
Klon 5  
+ Dox 
HU F 
Klon 6  
- Dox 
HU F 
Klon 6  
+ Dox 
V1 1,29% 8,78% 12,21% 0,22% 0,24% 0,09% 0,29% 2,63% 16,60% n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 5,59% 5,98% 7,59% 0,85% 0,81% 0,77% 0,84% 1,67% 3,05% n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 1,33% 1,49% 1,16% 0,13% 0,03% 0,12% 0,07% 0,14% 1,50% 0,13% 0,09% 0,10% 1,46% 
V4 2,62% 0,76% 5,66% 0,45% 0,11% 1,03% 0,21% 0,13% 0,00% 1,33% 0,65% 0,63% 0,00% 
V5 4,25% 1,69% 3,49% 0,96% 0,05% 1,49% 0,07% 0,29% 15,38% 2,09% 0,46% 1,40% 4,62% 
V6 2,65% 2,24% 2,31% 0,56% 0,18% 1,24% 0,15% 0,29% 0,00% 0,87% 0,48% 0,82% 6,41% 
              
MW 2,95% 3,49% 5,40% 0,53% 0,24% 0,79% 0,27% 0,86% 6,09% 1,11% 0,42% 0,74% 3,12% 
SEM 0,69% 1,30% 1,66% 0,13% 0,12% 0,24% 0,12% 0,43% 3,17% 0,41% 0,12% 0,27% 1,46% 
              
p (S) 0,056 0,513 0,708 0,003 0,004 0,002 0,004 0,013 0,650 0,039 0,041 0,033 0,152 
p (A) 0,002 0,008* 0,014* 0,000* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,047* 0,002* 0,002* 0,002* 0,013* 




















































Klon 6  
+ Dox 
V1 0,73% n. v. n. v. 0,31% 0,25% 0,05% 0,07% n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 4,24% n. v. n. v. 1,36% 1,13% 0,90% 0,70% n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 0,58% 0,12% 0,05% 0,70% 0,02% 0,55% 0,34% 0,34% 0,45% 0,25% 0,44% 0,31% 0,08% 
V4 1,13% 0,25% 0,19% 0,74% 0,21% 1,67% 0,78% 1,67% 1,55% 0,70% 0,68% 1,25% 0,45% 
V5 1,94% 0,44% 0,24% 1,23% 0,14% 1,44% 2,70% 2,16% 2,40% 2,28% 1,83% 1,94% 0,12% 
V6 1,95% 0,47% 0,41% 1,68% 0,43% 1,59% 1,58% 1,71% 1,62% 0,98% 1,44% 0,96% 0,35% 
              
MW 1,76% 0,32% 0,22% 1,00% 0,36% 1,03% 1,03% 1,47% 1,50% 1,05% 1,10% 1,11% 0,25% 
SEM 0,55% 0,08% 0,07% 0,21% 0,16% 0,26% 0,39% 0,39% 0,40% 0,44% 0,32% 0,34% 0,09% 
              
p (S) 0,011 0,037 0,036 0,004 0,004 0,005 0,001 0,046 0,044 0,030 0,035 0,042 0,042 
p (A) 0,002 0,002* 0,002* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,002* 0,002* 0,002* 0,003* 0,002* 0,002* 







Klon 1  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 1  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 2  
- Dox 
PL 1.4 






Klon 4  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 5  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 5  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 6  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 6  
+ Dox 
V1 1,61% 0,25% 0,13% n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 5,26% 0,41% 0,69% n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 0,92% 0,22% 0,06% 0,28% 0,15% 0,56% 0,35% 0,16% 0,06% 0,36% 0,14% 
V4 4,81% 0,26% 0,05% 0,50% 0,43% 0,87% 0,00% 0,65% 0,08% 1,05% 10,00% 
V5 3,20% 1,10% 0,04% 2,41% 0,47% 1,02% 0,00% 0,39% 0,14% 1,89% 1,86% 
V6 2,42% 0,59% 0,24% 1,57% 0,77% 1,04% 0,00% 0,51% 0,21% 1,39% 1,60% 
            
MW 3,04% 0,47% 0,20% 1,19% 0,45% 0,87% 0,09% 0,43% 0,12% 1,17% 3,40% 
SEM 0,71% 0,14% 0,10% 0,50% 0,13% 0,11% 0,09% 0,10% 0,03% 0,32% 2,23% 
            
p (S) 0,146 0,002 0,003 0,024 0,039 0,049 0,043 0,043 0,037 0,038 0,663 
p (A) 0,001 0,001* 0,001* 0,003* 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 0,001* 






Klon 1  
- Dox 
PL 4 
Klon 1  
+ Dox 
PL 4 
Klon 2  
- Dox 
PL 4 
Klon 2  
+ Dox 
PL 4 
Klon 3  
- Dox 
PL 4 






Klon 4  
+ Dox 
PL 4 
Klon 5  
- Dox 
PL 4 
Klon 5  
+ Dox 
PL 4 
Klon 6  
- Dox 
PL 4 
Klon 6  
+ Dox 
V1 2,95% n. v. n. v. n. v. n. v. 2,07% 2,74% n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 7,31% n. v. n. v. n. v. n. v. 5,99% 3,78% n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 2,07% 0,68% 0,16% 0,49% 1,02% 0,55% 0,22% 0,27% 0,30% 1,03% 0,30% 0,19% 0,00% 
V4 3,60% 1,13% 1,04% 1,57% 0,56% 1,85% 0,68% 1,28% 0,20% 1,38% 0,41% 1,18% 0,00% 
V5 3,86% 1,60% 0,99% 0,86% 1,30% 2,41% 0,59% 4,82% 0,87% 3,27% 1,29% 1,93% 0,00% 
V6 2,43% 1,28% 0,78% 0,93% 1,24% 1,21% 0,37% 2,05% 0,31% 2,65% 1,32% 1,68% 0,00% 
              
MW 3,70% 1,17% 0,74% 0,96% 1,03% 2,35% 1,40% 2,11% 0,42% 2,08% 0,83% 1,25% 0,00% 
SEM 0,77% 0,19% 0,20% 0,22% 0,17% 0,78% 0,61% 0,98% 0,15% 0,53% 0,28% 0,38% 0,00% 
              
p (S) 0,388 0,051 0,044 0,064 0,054 0,064 0,028 0,023 0,037 0,043 0,033 0,035 0,036 
p (A) 0,004 0,002* 0,002* 0,002* 0,003* 0,003* 0,002* 0,003* 0,002* 0,003* 0,003* 0,002* 0,002* 



















Klon 1  
+ Dox 
MNZ B 
Klon 2  
- Dox 
MNZ B 
Klon 2  
+ Dox 
MNZ B 
Klon 3  
- Dox 
MNZ B 
Klon 3  
+ Dox 
V1 4,83% 1,70% 6,17% 24,97% 18,61% 20,62% 20,23% 26,95% 16,53% 
V2 3,39% 23,32% 5,13% 5,79% 5,49% 3,54% 3,75% 3,51% 1,97% 
V3 2,58% 27,41% 10,05% 4,97% 6,60% 6,06% 1,96% 2,83% 4,97% 
          
MW 3,60% 17,48% 7,11% 11,91% 10,24% 10,07% 8,65% 11,10% 7,82% 
SEM 0,66% 7,98% 1,50% 6,53% 4,20% 5,32% 5,81% 7,93% 4,44% 
          
p (S) - 0,249 0,218 0,295 0,208 0,307 0,433 0,413 0,392 
p (A) - - 0,297 0,738 0,611 0,631 0,587 0,727 0,513 







Klon 1  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 1  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 2  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 2  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 4  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 4  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 5  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 5  
+ Dox 
V1 22,95% 4,31% 5,33% 23,28% 14,50% 8,73% 26,87% 13,57% 14,01% 
V2 5,84% 3,57% 4,15% 3,65% 5,59% 0,69% 5,67% 5,31% 7,25% 
V3 8,13% 5,38% 4,17% 2,46% 6,28% 1,00% 4,60% 2,46% 5,28% 
          
MW 12,31% 4,42% 4,55% 9,80% 8,79% 3,47% 12,38% 7,11% 8,85% 
SEM 5,36% 0,53% 0,39% 6,75% 2,86% 2,63% 7,25% 3,33% 2,64% 
          
p (S) 0,194 0,481 0,189 0,389 0,129 0,930 0,295 0,262 0,091 
p (A) 0,993 0,343 0,355 0,853 0,723 0,409 0,998 0,612 0,711 







Klon 1  
- Dox 
Fett 7/5 
Klon 1  
+ Dox 
Fett 7/5 
Klon 2  
- Dox 
Fett 7/5 
Klon 2  
+ Dox 
V1 19,21% 12,30% 10,11% 12,50% 10,06% 
V2 11,08% 5,03% 13,29% 6,28% 3,77% 
V3 5,21% 5,45% 4,95% 4,94% 3,53% 
      
MW 11,83% 7,59% 9,45% 7,91% 5,79% 
SEM 4,06% 2,36% 2,43% 2,33% 2,14% 
      
p (S) 0,113 0,127 0,087 0,094 0,222 
p (A) 0,955 0,624 0,657 0,636 0,500 
p (Pr) - 0,200 0,559 0,176 0,115 
 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre 
Zellen aus den Knochenmark; HU = HUVEC; PL = 
PLVEC; Dox = Doxyzyklin; MW = Mittelwert; n. v. = nicht 
verfügbar/kontaminiert; p (S) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024; p (Pr) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zu Zellen der primären Stromazellen (t-Test, 
zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 sind fett gedruckt 
dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der 
AFT024 signifikant höher ist der Signifikanzwert mit einem 







































 Fraktion in Kokultur mit Einzelzellklon-Zelllinien (I) 
Screen 
A 
Sus AFT024 HU C 
HU C Klon 
1 - Dox 
HU C Klon 
1 + Dox 
HU C Klon 
2 - Dox 
HU C Klon 
2 + Dox 
HU C Klon 
3 - Dox 
HU C Klon 
3 + Dox 
V1 5,29% 29,45% 2,63% 6,61% 3,22% n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 3,66% 36,22% 3,05% 16,87% 9,50% n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 0,00% 20,81% 0,46% 0,21% 0,83% 0,34% 0,46% 0,11% 0,69% 
V4 1,67% 25,44% 1,09% 0,80% 1,14% 0,76% 1,69% 0,55% 0,00% 
V5 3,03% 31,79% 1,12% 0,40% 1,38% 0,66% 0,71% 0,95% 1,04% 
V6 2,07% 23,11% 0,93% 0,46% 1,14% 1,35% 1,35% 0,58% 0,75% 
          
MW 2,62% 27,80% 1,55% 4,22% 2,87% 0,78% 1,05% 0,55% 0,62% 
SEM 0,74% 2,35% 0,42% 2,72% 1,37% 0,21% 0,28% 0,17% 0,22% 
          
p (S) - 0,001 0,063 0,532 0,844 0,198 0,371 0,089 0,175 
p (A) - - 0,001 0,001* 0,001* 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 






Klon 1  
- Dox 
HU F 
Klon 1  
+ Dox 
HU F 
Klon 2  
- Dox 
HU F 
Klon 2  
+ Dox 
HU F 
Klon 3  
- Dox 
HU F 






Klon 4  
+ Dox 
HU F 
Klon 5  
- Dox 
HU F 
Klon 5  
+ Dox 
HU F 
Klon 6  
- Dox 
HU F 
Klon 6  
+ Dox 
V1 1,31% 6,08% 15,38% 1,85% 1,73% 3,20% 5,64% 5,84% 17,02% n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 2,54% 6,10% 4,61% 3,87% 4,06% 7,16% 6,60% 5,83% 5,02% n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 0,54% 0,21% 0,88% 0,15% 0,12% 0,26% 0,57% 0,14% 0,00% 0,20% 0,70% 0,38% 1,69% 
V4 0,43% 0,64% 2,40% 0,53% 0,68% 0,50% 2,73% 1,85% 0,00% 1,02% 1,47% 0,60% 0,00% 
V5 1,00% 0,71% 3,15% 0,38% 0,48% 0,51% 2,63% 1,71% 7,69% 0,66% 2,13% 0,91% 5,38% 
V6 0,88% 0,33% 2,55% 0,76% 1,02% 0,69% 3,75% 2,65% 0,00% 0,66% 2,17% 0,85% 6,41% 
              
MW 1,12% 2,34% 4,83% 1,25% 1,35% 2,05% 3,65% 3,00% 4,96% 0,64% 1,62% 0,69% 3,37% 
SEM 0,31% 1,19% 2,17% 0,58% 0,59% 1,11% 0,90% 0,96% 2,75% 0,17% 0,35% 0,12% 1,51% 
              
p (S) 0,055 0,718 0,222 0,072 0,097 0,558 0,082 0,441 0,322 0,149 0,834 0,147 0,272 
p (A) 0,001 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,002 0,002 0,002 0,003 




















































Klon 6  
+ Dox 
V1 2,16% n. v. n. v. 1,29% 1,50% 1,74% 1,51% n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 2,32% n. v. n. v. 5,94% 4,16% 6,06% 4,76% n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 0,50% 0,17% 0,36% 0,18% 0,22% 0,16% 0,11% 0,15% 0,16% 0,17% 0,21% 0,19% 0,48% 
V4 0,72% 0,95% 1,28% 0,30% 0,38% 0,13% 0,28% 0,28% 0,23% 0,23% 0,98% 0,46% 1,79% 
V5 0,74% 1,11% 1,49% 0,45% 0,48% 0,58% 0,44% 1,00% 0,74% 0,30% 0,38% 0,46% 1,66% 
V6 0,75% 1,51% 1,87% 0,79% 1,39% 0,24% 0,34% 0,36% 0,30% 0,22% 0,26% 0,49% 1,87% 
              
MW 1,20% 0,93% 1,25% 1,49% 1,35% 1,49% 1,24% 0,45% 0,36% 0,23% 0,46% 0,40% 1,45% 
SEM 0,33% 0,28% 0,32% 0,90% 0,60% 0,95% 0,73% 0,19% 0,13% 0,03% 0,18% 0,07% 0,33% 
              
p (S) 0,037 0,177 0,349 0,261 0,120 0,246 0,115 0,082 0,085 0,095 0,144 0,110 0,589 
p (A) 0,001 0,002* 0,002* 0,000* 0,001* 0,001* 0,001* 0,001* 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 







Klon 1  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 1  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 2  
- Dox 
PL 1.4 






Klon 4  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 5  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 5  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 6  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 6  
+ Dox 
V1 3,00% 2,14% 2,58% n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 11,08% 4,92% 5,01% n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 1,88% 0,14% 0,25% 0,25% 0,29% 0,14% 1,84% 0,13% 0,20% 0,34% 1,04% 
V4 1,30% 0,08% 0,34% 0,36% 0,57% 0,21% 0,00% 0,45% 0,61% 0,17% 15,00% 
V5 1,45% 0,25% 0,36% 0,41% 1,35% 0,48% 0,00% 0,23% 0,31% 0,40% 1,15% 
V6 1,56% 0,33% 0,59% 0,34% 0,81% 0,52% 0,00% 0,21% 0,42% 0,21% 0,21% 
            
MW 3,38% 1,31% 1,52% 0,34% 0,75% 0,34% 0,46% 0,26% 0,38% 0,28% 4,35% 
SEM 1,56% 0,79% 0,79% 0,03% 0,22% 0,10% 0,46% 0,07% 0,09% 0,05% 3,56% 
            
p (S) 0,624 0,118 0,158 0,109 0,117 0,092 0,329 0,101 0,122 0,110 0,516 
p (A) 0,001 0,001* 0,001* 0,002* 0,001* 0,002* 0,003* 0,002* 0,002* 0,002* 0,015* 






Klon 1  
- Dox 
PL 4 
Klon 1  
+ Dox 
PL 4 
Klon 2  
- Dox 
PL 4 
Klon 2  
+ Dox 
PL 4 
Klon 3  
- Dox 
PL 4 






Klon 4  
+ Dox 
PL 4 
Klon 5  
- Dox 
PL 4 
Klon 5  
+ Dox 
PL 4 
Klon 6  
- Dox 
PL 4 
Klon 6  
+ Dox 
V1 4,72% n. v. n. v. n. v. n. v. 2,95% 7,70% n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 7,42% n. v. n. v. n. v. n. v. 4,51% 3,33% n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 1,36% 0,20% 0,41% 0,23% 1,02% 0,27% 1,21% 0,15% 0,30% 0,18% 0,50% 0,29% 0,00% 
V4 2,30% 0,20% 0,87% 0,17% 0,51% 0,40% 0,92% 0,40% 2,25% 0,30% 0,56% 0,28% 0,00% 
V5 1,56% 0,33% 0,80% 0,83% 0,63% 0,57% 1,44% 0,79% 2,61% 0,87% 0,68% 0,46% 0,00% 
V6 1,65% 0,21% 0,78% 0,42% 0,56% 0,16% 1,15% 0,36% 2,48% 0,40% 0,58% 0,25% 0,00% 
              
MW 3,17% 0,23% 0,72% 0,41% 0,68% 1,48% 2,63% 0,43% 1,91% 0,44% 0,58% 0,32% 0,00% 
SEM 0,99% 0,03% 0,10% 0,15% 0,12% 0,74% 1,08% 0,13% 0,54% 0,15% 0,04% 0,05% 0,00% 
              
p (S) 0,503 0,096 0,175 0,094 0,257 0,101 0,994 0,091 0,398 0,089 0,159 0,109 0,075 
p (A) 0,001 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 0,001* 0,001* 0,002* 0,001* 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 
















Klon 1  
- Dox 
MNZ B 
Klon 1  
+ Dox 
MNZ B 
Klon 2  
- Dox 
MNZ B 
Klon 2  
+ Dox 
MNZ B 
Klon 3  
- Dox 
MNZ B 
Klon 3  
+ Dox 
V1 0,31% 20,29% 0,44% 2,23% 1,19% 3,24% 1,08% 3,05% 0,99% 
V2 1,87% 36,24% 1,77% 1,69% 2,19% 2,55% 2,32% 1,62% 1,18% 
V3 0,88% 30,56% 1,12% 2,00% 0,99% 5,96% 1,63% 1,56% 0,91% 
          
MW 1,02% 29,03% 1,11% 1,97% 1,46% 3,92% 1,68% 2,08% 1,03% 
SEM 0,46% 4,67% 0,38% 0,15% 0,37% 1,04% 0,36% 0,49% 0,08% 
          
p (S) - 0,022 0,449 0,259 0,197 0,151 0,026 0,355 0,984 
p (A) - - 0,023* 0,030* 0,025* 0,035* 0,024* 0,034* 0,026* 







Klon 1  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 1  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 2  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 2  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 4  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 4  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 5  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 5  
+ Dox 
V1 0,97% 0,94% 1,55% 2,87% 0,70% 3,17% 2,36% 2,67% 1,03% 
V2 0,98% 1,06% 0,53% 2,90% 1,95% 1,84% 2,50% 3,41% 2,11% 
V3 0,91% 0,51% 1,78% 1,26% 0,93% 4,66% 1,31% 3,12% 0,70% 
          
MW 0,95% 0,84% 1,29% 2,34% 1,19% 3,23% 2,06% 3,07% 1,28% 
SEM 0,02% 0,17% 0,39% 0,54% 0,38% 0,81% 0,38% 0,21% 0,43% 
          
p (S) 0,932 0,876 0,704 0,129 0,114 0,200 0,128 0,021 0,173 
p (A) 0,079 0,075 0,089 0,079 0,073 0,115 0,080 0,091 0,072 







Klon 1  
- Dox 
Fett 7/5 
Klon 1  
+ Dox 
Fett 7/5 
Klon 2  
- Dox 
Fett 7/5 
Klon 2  
+ Dox 
V1 0,53% 0,55% 0,66% 0,40% 0,82% 
V2 1,81% 1,65% 6,43% 1,40% 2,12% 
V3 0,34% 0,63% 1,06% 0,54% 1,25% 
      
MW 0,90% 0,95% 2,72% 0,78% 1,40% 
SEM 0,46% 0,35% 1,86% 0,31% 0,38% 
      
p (S) 0,929 0,820 0,319 0,541 0,066 
p (A) 0,069 0,072 0,054 0,072 0,075 
p (Pr) - 0,745 0,326 0,582 0,132 
 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre 
Zellen aus den Knochenmark; HU = HUVEC; PL = 
PLVEC; Dox = Doxyzyklin; MW = Mittelwert; p (S) = 
Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = 
Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024; p (Pr) = 
Signifikanzberechnung im Vergleich zu Zellen der primären 
Stromazellen (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen 
p<0,05 sind fett gedruckt dargestellt. Sind die Messwerte 
der Suspension bzw. mit der AFT024 signifikant höher, ist 






















Tab. 72: Expansion der CD45
+
 Fraktion in Kokultur mit Einzelzellklon-Zelllinien (I) 
Screen 
A 
Sus AFT024 HU C 
HU C Klon 
1 - Dox 
HU C Klon 
1 + Dox 
HU C Klon 
2 - Dox 
HU C Klon 
2 + Dox 
HU C Klon 
3 - Dox 
HU C Klon 
3 + Dox 
V1 3,23 82,57 340,15 779,13 405,12 n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 62,21 236,06 1166,48 1819,34 1511,20 n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 17,27 100,32 394,68 197,10 127,78 764,98 547,58 1773,16 908,17 
V4 6,60 55,08 73,32 618,75 236,84 169,29 118,30 77,03 14,63 
V5 114,15 361,70 981,35 2319,37 1405,08 1032,72 830,24 1413,36 685,14 
V6 123,20 299,95 594,70 2130,89 1150,28 779,45 577,08 896,94 368,23 
          
MW 54,44 204,26 591,78 1310,76 806,05 686,61 518,30 1040,12 494,04 
SEM 22,10 74,72 168,62 362,87 252,94 183,07 147,65 367,96 194,44 
          
p (S) - 0,008 0,018 0,014 0,024 0,031 0,037 0,074 0,112 
p (A) - - 0,028 0,016 0,031 0,034 0,044 0,097 0,222 






Klon 1  
- Dox 
HU F 
Klon 1  
+ Dox 
HU F 
Klon 2  
- Dox 
HU F 
Klon 2  
+ Dox 
HU F 
Klon 3  
- Dox 
HU F 






Klon 4  
+ Dox 
HU F 
Klon 5  
- Dox 
HU F 
Klon 5  
+ Dox 
HU F 
Klon 6  
- Dox 
HU F 
Klon 6  
+ Dox 
V1 635,9 41,44 46,80 1532 655,2 1838 2342 189,6 1,97 n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 1661 444,5 468,3 2498 1970 1532 2897 1148 14,34 n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 290,3 850,5 279,8 701,1 1692 394,9 2034 1603 9,04 540,9 440,4 826,7 38,73 
V4 160,3 203,2 60,50 273,1 751,7 223,8 453,8 683,7 0,00 161,1 164,8 185,4 0,00 
V5 791,9 869,7 382,8 1715 2670 962,5 1350 1660 0,39 851,4 535,8 951,4 1,72 
V6 741,3 954,2 164,7 1942 1840 840,7 1213 1040 0,22 896,5 340,5 614,4 0,99 
              
MW 713,5 560,6 233,8 1443 1596 965,5 1715 1054 4,33 612,5 370,4 644,5 10,36 
SEM 215,7 157,6 70,50 334,9 314,2 256,6 359,1 228,2 2,44 169,9 79,28 168,1 9,46 
              
p (S) 0,025 0,016 0,036 0,008 0,003 0,016 0,006 0,006 0,078 0,031 0,021 0,033 0,229 
p (A) 0,042 0,033 0,463 0,009 0,003 0,028 0,008 0,008 0,017* 0,031 0,081 0,046 0,092 




















































Klon 6  
+ Dox 
V1 927,1 n. v. n. v. 2318 1608 2174 3333 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 1611 n. v. n. v. 2261 2404 3092 2496 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 450,7 986,7 1306 1411 1452 1242 865,0 862,5 2859 641,2 345,4 737,7 1659 
V4 189,8 665,2 308,2 578,6 873,3 864,3 196,0 560,9 648,3 191,9 125,1 765,0 517,1 
V5 1157 1608 1026 1394 1768 1901 1248 2381 1993 870,3 1178 1204 1902 
V6 1035 1715 888,3 1438 1020 2357 898,1 2559 1900 725,9 797,9 887,1 1772 
              
MW 895,2 1243 882,3 1567 1521 1938 1506 1591 1850 607,3 611,7 898,5 1462 
SEM 207,9 250,9 210,2 264,2 225,4 326,7 478,9 512,7 455,2 146,3 235,1 106,9 319,1 
              
p (S) 0,008 0,013 0,028 0,002 0,001 0,002 0,030 0,051 0,029 0,022 0,078 0,002 0,018 
p (A) 0,010 0,010 0,041 0,003 0,002 0,002 0,042 0,051 0,034 0,022 0,087 0,001 0,018 







Klon 1  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 1  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 2  
- Dox 
PL 1.4 






Klon 4  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 5  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 5  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 6  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 6  
+ Dox 
V1 261,23 2656,8 1486,3 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 1010,4 2558,5 2300,3 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 307,08 809,71 1326,1 867,03 890,65 641,64 140,20 1005,7 978,77 440,14 416,98 
V4 54,21 298,68 1065,6 461,63 502,83 510,30 0,00 486,40 271,95 222,74 0,68 
V5 1122,8 1349,4 1912,2 1743,0 735,30 1493,6 0,40 1626,8 920,19 895,38 29,64 
V6 623,88 2699,2 1714,2 1194,1 1069,9 1464,4 0,38 1647,2 966,44 924,82 17,86 
            
MW 563,28 1728,7 1634,1 1066,4 799,69 1027,5 35,25 1191,5 784,34 620,77 116,29 
SEM 176,33 429,16 179,58 270,75 120,28 262,15 34,99 278,21 171,26 172,94 100,41 
            
p (S) 0,024 0,011 0,001 0,026 0,006 0,025 0,637 0,020 0,019 0,030 0,695 
p (A) 0,036 0,013 0,001 0,023 0,012 0,022 0,177 0,018 0,025 0,027 0,594 






Klon 1  
- Dox 
PL 4 
Klon 1  
+ Dox 
PL 4 
Klon 2  
- Dox 
PL 4 
Klon 2  
+ Dox 
PL 4 
Klon 3  
- Dox 
PL 4 






Klon 4  
+ Dox 
PL 4 
Klon 5  
- Dox 
PL 4 
Klon 5  
+ Dox 
PL 4 
Klon 6  
- Dox 
PL 4 
Klon 6  
+ Dox 
V1 1089 n. v. n. v. n. v. n. v. 788,2 336,0 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 629,4 n. v. n. v. n. v. n. v. 1569, 2336 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 145,9 416,3 823,3 2398 1526 1053, 839,7 555,3 450,5 652,1 1124 1314 0,00 
V4 95,60 189,3 291,0 624,4 600,9 234,7 368,6 202,0 99,62 439,0 662,8 416,0 0,00 
V5 940,1 1226 1188 2323 1325 942,3 972,4 922,6 452,3 1313 1796 1240 0,00 
V6 321,2 834,1 1132 2366 1473 1139 641,4 848,0 298,5 1152 1012 1253 0,00 
              
MW 537,0 666,4 859,0 1928 1231 954,6 915,8 632,0 325,2 889,3 1149 1056 0,00 
SEM 170,4 229,4 205,6 434,8 214,4 179,6 302,1 163,7 83,40 205,7 237,1 214,0 0,00 
              
p (S) 0,035 0,059 0,021 0,021 0,010 0,003 0,034 0,025 0,043 0,018 0,016 0,015 0,125 
p (A) 0,084 0,060 0,019 0,022 0,012 0,005 0,052 0,021 0,222 0,014 0,015 0,018 0,072 





Tab. 73: Expansion der CD45
+







Klon 1  
- Dox 
MNZ B 
Klon 1  
+ Dox 
MNZ B 
Klon 2  
- Dox 
MNZ B 
Klon 2  
+ Dox 
MNZ B 
Klon 3  
- Dox 
MNZ B 
Klon 3  
+ Dox 
V1 235,80 795,21 1459,63 911,76 1037,96 752,55 1053,00 645,54 575,40 
V2 189,84 1010,22 1039,34 886,20 754,87 1216,75 375,60 939,18 389,88 
V3 119,19 450,86 831,43 622,70 654,21 289,71 403,92 338,25 1440,72 
          
MW 181,61 752,10 1110,13 806,89 815,68 753,00 610,84 640,99 802,00 
SEM 33,91 162,90 184,77 92,39 114,88 267,61 221,23 173,49 323,82 
          
p (S) - 0,056 0,026 0,009 0,017 0,148 0,160 0,098 0,221 
p (A) - - 0,191 0,608 0,729 0,994 0,644 0,039* 0,927 







Klon 1  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 1  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 2  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 2  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 4  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 4  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 5  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 5  
+ Dox 
V1 629,30 976,32 432,24 287,75 818,75 75,60 718,74 827,12 855,80 
V2 411,48 1083,60 779,40 879,34 614,12 112,84 642,96 619,68 463,40 
V3 349,45 1058,46 986,58 1195,22 780,25 64,17 787,68 937,20 1003,00 
          
MW 463,41 1039,46 732,74 787,44 737,71 84,20 716,46 794,67 774,07 
SEM 84,86 32,39 161,72 265,96 62,78 14,69 41,79 93,09 161,04 
          
p (S) 0,066 0,003 0,096 0,173 0,010 0,038* 0,007 0,023 0,069 
p (A) 0,093 0,132 0,173 0,529 0,241 0,006* 0,118 0,375 0,482 







Klon 1  
- Dox 
Fett 7/5 
Klon 1  
+ Dox 
Fett 7/5 
Klon 2  
- Dox 
Fett 7/5 
Klon 2  
+ Dox 
V1 815,19 657,28 348,22 658,56 295,11 
V2 595,80 612,48 178,75 553,00 203,76 
V3 488,60 629,64 294,06 425,25 184,38 
      
MW 633,20 633,13 273,68 545,60 227,75 
SEM 96,11 13,05 49,97 67,45 34,14 
      
p (S) 0,035 0,001 0,228 0,025 0,360 
p (A) 0,206 0,068 0,028 0,098 0,021* 
p (Pr) - 0,999 0,050 0,130 0,023* 
 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre 
Zellen aus den Knochenmark; HU = HUVEC; PL = 
PLVEC; Dox = Doxyzyklin; MW = Mittelwert; n. v. = nicht 
verfügbar/kontaminiert; p (S) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024; p (Pr) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zu Zellen der primären Stromazellen (t-Test, 
zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 sind fett gedruckt 
dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der 
AFT024 signifikant höher, ist der Signifikanzwert mit einem 

























 Fraktion in Kokultur mit Einzelzellklon-Zelllinien (I) 
Screen 
A 
Sus AFT024 HU C 
HU C Klon 
1 - Dox 
HU C Klon 
1 + Dox 
HU C Klon 
2 - Dox 
HU C Klon 
2 + Dox 
HU C Klon 
3 - Dox 
HU C Klon 
3 + Dox 
V1 0,11 11,98 5,66 2,14 20,65 n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 3,24 20,73 87,54 82,11 24,00 n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 0,31 14,78 4,26 1,64 1,60 2,34 0,72 5,49 0,70 
V4 0,22 12,40 2,18 7,29 0,12 3,56 0,46 0,91 0,78 
V5 8,51 66,96 35,72 35,18 5,02 25,29 7,64 45,90 31,57 
V6 7,88 47,10 18,24 24,32 7,49 9,31 5,67 20,99 15,77 
          
MW 3,38 35,31 25,60 25,45 9,81 10,13 3,62 18,32 12,20 
SEM 1,60 13,19 13,41 12,58 4,12 5,28 1,80 10,15 7,36 
          
p (S) - 0,022 0,147 0,126 0,216 0,205 0,386 0,183 0,231 
p (A) - - 0,827 0,804 0,141 0,059 0,069 0,023* 0,031* 






Klon 1  
- Dox 
HU F 
Klon 1  
+ Dox 
HU F 
Klon 2  
- Dox 
HU F 
Klon 2  
+ Dox 
HU F 
Klon 3  
- Dox 
HU F 






Klon 4  
+ Dox 
HU F 
Klon 5  
- Dox 
HU F 
Klon 5  
+ Dox 
HU F 
Klon 6  
- Dox 
HU F 
Klon 6  
+ Dox 
V1 8,20 3,64 5,71 3,41 1,60 1,68 6,71 4,98 0,33 n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 92,93 26,58 35,53 21,19 16,02 11,75 24,39 19,14 0,44 n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 3,85 12,66 3,24 0,94 0,50 0,49 1,36 2,28 0,14 0,69 0,41 0,83 0,57 
V4 4,20 1,54 3,43 1,23 0,85 2,31 0,97 0,90 0,00 2,15 1,07 1,17 0,00 
V5 33,67 14,68 13,36 16,47 1,41 14,38 0,91 4,85 0,06 17,79 2,49 13,35 0,08 
V6 19,61 21,36 3,81 10,93 3,28 10,41 1,81 3,04 0,00 7,84 1,62 5,06 0,06 
              
MW 27,08 13,41 10,85 9,03 3,94 6,84 6,02 5,86 0,16 7,12 1,40 5,10 0,18 
SEM 13,97 3,98 5,18 3,49 2,45 2,46 3,78 2,73 0,07 3,88 0,44 2,91 0,13 
              
p (S) 0,142 0,029 0,207 0,089 0,848 0,042 0,562 0,454 0,105 0,276 0,235 0,618 0,184 
p (A) 0,907 0,126 0,141 0,052 0,052 0,031* 0,090 0,066 0,027* 0,059 0,077 0,063 0,077 




















































Klon 6  
+ Dox 
V1 6,79 n. v. n. v. 7,20 4,03 1,08 2,18 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 68,32 n. v. n. v. 30,86 27,20 27,89 17,52 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 2,59 1,19 0,63 9,81 0,36 6,86 2,92 2,93 12,96 1,58 1,53 2,29 1,34 
V4 2,14 1,64 0,58 4,31 1,80 14,47 1,53 9,38 10,02 1,34 0,85 9,55 2,34 
V5 22,40 7,10 2,46 17,16 2,47 27,36 33,74 51,49 47,77 19,80 21,60 23,31 2,32 
V6 20,17 8,14 3,61 24,12 4,38 37,43 14,22 43,85 30,78 7,13 11,51 8,51 6,29 
              
MW 20,40 4,52 1,82 15,58 6,71 19,18 12,02 26,91 25,38 7,46 8,87 10,92 3,07 
SEM 10,22 1,81 0,74 4,24 4,14 5,71 5,15 12,16 8,76 4,32 4,89 4,43 1,10 
              
p (S) 0,144 0,672 0,235 0,017 0,481 0,016 0,075 0,106 0,050 0,321 0,206 0,137 0,575 
p (A) 0,528 0,076 0,076 0,173 0,092 0,199 0,023* 0,075 0,118 0,056 0,051 0,091 0,086 







Klon 1  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 1  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 2  
- Dox 
PL 1.4 






Klon 4  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 5  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 5  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 6  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 6  
+ Dox 
V1 4,21 6,75 1,92 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 53,10 10,48 15,95 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 2,81 1,77 0,75 2,42 1,37 3,60 0,49 1,58 0,58 1,59 0,60 
V4 2,61 0,77 0,54 2,31 2,15 4,44 0,00 3,15 0,22 2,33 0,07 
V5 35,93 14,91 0,82 42,09 3,48 15,17 0,00 6,40 1,33 16,90 0,55 
V6 15,10 15,91 4,18 18,72 8,19 15,19 0,00 8,32 2,00 12,89 0,29 
            
MW 18,96 8,43 4,03 16,38 3,79 9,60 0,12 4,86 1,03 8,43 0,38 
SEM 8,59 2,63 2,45 9,39 1,53 3,23 0,12 1,53 0,40 3,83 0,12 
            
p (S) 0,105 0,012 0,826 0,200 0,799 0,011 0,181 0,589 0,198 0,080 0,188 
p (A) 0,341 0,037* 0,053 0,025* 0,085 0,086 0,077 0,085 0,076 0,065 0,076 






Klon 1  
- Dox 
PL 4 
Klon 1  
+ Dox 
PL 4 
Klon 2  
- Dox 
PL 4 
Klon 2  
+ Dox 
PL 4 
Klon 3  
- Dox 
PL 4 






Klon 4  
+ Dox 
PL 4 
Klon 5  
- Dox 
PL 4 
Klon 5  
+ Dox 
PL 4 
Klon 6  
- Dox 
PL 4 
Klon 6  
+ Dox 
V1 32,15 n. v. n. v. n. v. n. v. 16,30 9,21 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 46,04 n. v. n. v. n. v. n. v. 93,96 88,31 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 3,01 2,82 1,28 11,66 15,55 5,83 1,88 1,52 1,36 6,71 3,34 2,47 0,00 
V4 3,44 2,14 3,04 9,80 3,35 4,35 2,52 2,59 0,20 6,08 2,72 4,93 0,00 
V5 36,31 19,67 11,76 19,95 17,28 22,76 5,70 44,51 3,95 42,94 23,10 23,91 0,00 
V6 7,79 10,71 8,82 22,02 18,32 13,82 2,38 17,36 0,93 30,60 13,41 21,09 0,00 
              
MW 21,46 8,83 6,23 15,86 13,62 26,17 18,33 16,49 1,61 21,58 10,64 13,10 0,00 
SEM 7,73 4,10 2,45 3,01 3,47 13,84 14,04 10,01 0,82 9,12 4,82 5,48 0,00 
              
p (S) 0,061 0,127 0,046 0,001 0,033 0,158 0,340 0,228 0,259 0,087 0,106 0,070 0,162 
p (A) 0,511 0,063 0,074 0,163 0,148 0,874 0,583 0,025* 0,075 0,044* 0,061 0,069 0,075 
















Klon 1  
- Dox 
MNZ B 
Klon 1  
+ Dox 
MNZ B 
Klon 2  
- Dox 
MNZ B 
Klon 2  
+ Dox 
MNZ B 
Klon 3  
- Dox 
MNZ B 
Klon 3  
+ Dox 
V1 11,40 13,51 90,00 227,65 193,20 155,15 213,03 174,00 95,10 
V2 6,44 235,63 53,29 51,30 41,47 43,09 14,10 33,00 7,67 
V3 3,07 123,58 83,52 30,94 43,20 17,55 7,92 9,57 71,63 
          
MW 6,97 124,24 75,60 103,30 92,62 71,93 78,35 72,19 58,13 
SEM 2,42 64,12 11,31 62,45 50,29 42,26 67,36 51,35 26,13 
          
p (S) - 0,216 0,024 0,251 0,217 0,245 0,387 0,315 0,181 
p (A) -  0,582 0,878 0,802 0,654 0,751 0,681 0,538 







Klon 1  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 1  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 2  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 2  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 4  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 4  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 5  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 5  
+ Dox 
V1 144,42 42,12 23,04 67,00 118,75 6,60 193,16 112,28 119,90 
V2 24,03 38,64 32,34 32,12 34,32 0,78 36,48 32,88 33,60 
V3 28,42 56,94 41,15 29,38 49,00 0,64 36,24 23,04 53,00 
          
MW 65,62 45,90 32,18 42,83 67,36 2,67 88,63 56,07 68,83 
SEM 39,42 5,61 5,23 12,11 26,04 1,96 52,27 28,25 26,14 
          
p (S) 0,256 0,035 0,081 0,068 0,129 0,047* 0,244 0,199 0,125 
p (A) 0,619 0,354 0,274 0,388 0,588 0,206 0,781 0,522 0,598 







Klon 1  
- Dox 
Fett 7/5 
Klon 1  
+ Dox 
Fett 7/5 
Klon 2  
- Dox 
Fett 7/5 
Klon 2  
+ Dox 
V1 156,60 80,86 35,19 82,32 29,70 
V2 66,00 30,80 23,75 34,75 7,68 
V3 25,48 34,32 14,56 21,00 6,51 
      
MW 82,69 48,66 24,50 46,02 14,63 
SEM 38,76 16,13 5,97 18,58 7,54 
      
p (S) 0,173 0,097 0,039 0,138 0,289 
p (A) 0,703 0,439 0,278 0,426 0,261 
p (Pr)  0,298 0,219 0,213 0,164 
 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre 
Zellen aus den Knochenmark; HU = HUVEC; PL = 
PLVEC; Dox = Doxyzyklin; MW = Mittelwert; n. v. = nicht 
verfügbar/kontaminiert; p (S) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024; p (Pr) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zu Zellen der primären Stromazellen (t-Test, 
zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 sind fett gedruckt 
dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der 
AFT024 signifikant höher, ist der Signifikanzwert mit einem 

























 Fraktion in Kokultur mit Einzelzellklon-Zelllinien (I) 
Screen 
A 
Sus AFT024 HU C 
HU C Klon 
1 - Dox 
HU C Klon 
1 + Dox 
HU C Klon 
2 - Dox 
HU C Klon 
2 + Dox 
HU C Klon 
3 - Dox 
HU C Klon 
3 + Dox 
V1 0,17 24,32 8,94 51,48 13,06 n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 2,28 85,50 35,56 306,85 143,52 n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 0,00 20,88 1,83 0,42 1,06 2,58 2,53 1,88 6,31 
V4 0,11 14,02 0,80 4,95 2,70 1,28 2,00 0,42 0,00 
V5 3,46 114,99 10,96 9,21 19,36 6,83 5,87 13,45 7,14 
V6 2,56 69,31 5,55 9,83 13,07 10,50 7,78 5,20 2,78 
          
MW 1,43 54,80 10,61 63,79 32,13 5,30 4,54 5,24 4,06 
SEM 0,62 23,54 5,24 49,19 22,46 2,10 1,38 2,91 1,65 
          
p (S) - 0,022 0,126 0,260 0,226 0,082 0,028 0,183 0,196 
p (A) - - 0,029* 0,854 0,329 0,111 0,112 0,096 0,111 






Klon 1  
- Dox 
HU F 
Klon 1  
+ Dox 
HU F 
Klon 2  
- Dox 
HU F 
Klon 2  
+ Dox 
HU F 
Klon 3  
- Dox 
HU F 






Klon 4  
+ Dox 
HU F 
Klon 5  
- Dox 
HU F 
Klon 5  
+ Dox 
HU F 
Klon 6  
- Dox 
HU F 
Klon 6  
+ Dox 
V1 8,32 2,52 7,20 28,33 11,35 58,93 132,2 11,07 0,34 n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 42,12 27,11 21,59 96,59 79,96 109,7 191,2 66,99 0,72 n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 1,56 1,82 2,47 1,02 2,03 1,01 11,67 2,28 0,00 1,09 3,08 3,16 0,65 
V4 0,70 1,29 1,45 1,45 5,10 1,13 12,39 12,66 0,00 1,64 2,42 1,12 0,00 
V5 7,90 6,17 12,04 6,45 12,80 4,91 35,53 28,32 0,03 5,64 11,43 8,70 0,09 
V6 6,53 3,15 4,20 14,79 18,70 5,83 45,50 27,59 0,00 5,89 7,39 5,22 0,06 
              
MW 11,19 7,01 8,16 24,77 21,66 30,26 71,43 24,82 0,18 3,57 6,08 4,55 0,20 
SEM 6,33 4,08 3,11 14,96 11,90 18,33 30,04 9,39 0,12 1,28 2,10 1,62 0,15 
              
p (S) 0,171 0,208 0,061 0,176 0,143 0,176 0,067 0,048 0,099 0,025 0,036 0,040 0,258 
p (A) 0,033* 0,025* 0,026* 0,161 0,082 0,320 0,611 0,062 0,023* 0,106 0,108 0,106 0,104 




















































Klon 6  
+ Dox 
V1 20,02 n. v. n. v. 29,92 24,09 37,81 50,34 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 37,36 n. v. n. v. 134,4 100,0 187,4 118,8 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 2,26 1,63 4,70 2,47 3,26 1,97 0,99 1,29 4,50 1,07 0,74 1,43 7,97 
V4 1,36 6,30 3,96 1,76 3,31 1,11 0,55 1,55 1,50 0,44 1,22 3,55 9,28 
V5 8,52 17,88 15,33 6,33 8,42 11,11 5,46 23,86 14,72 2,61 4,43 5,55 31,59 
V6 7,75 25,82 16,62 11,40 14,23 5,70 3,02 9,25 5,76 1,60 2,09 4,37 33,12 
              
MW 12,88 12,91 10,15 31,05 25,55 40,85 29,87 8,99 6,62 1,43 2,12 3,73 20,49 
SEM 5,60 5,49 3,38 21,10 15,23 29,84 19,45 5,29 2,84 0,46 0,82 0,87 6,86 
              
p (S) 0,091 0,097 0,043 0,217 0,170 0,242 0,202 0,196 0,099 0,844 0,201 0,015 0,051 
p (A) 0,044* 0,125 0,119 0,331 0,168 0,647 0,315 0,088 0,104 0,104 0,104 0,111 0,147 







Klon 1  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 1  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 2  
- Dox 
PL 1.4 






Klon 4  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 5  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 5  
+ Dox 
PL 1.4 
Klon 6  
- Dox 
PL 1.4 
Klon 6  
+ Dox 
V1 7,83 56,97 38,34 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 111,91 125,81 115,36 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 5,78 1,10 3,33 2,13 2,62 0,87 2,57 1,27 2,00 1,48 4,33 
V4 0,70 0,23 3,60 1,67 2,85 1,05 0,00 2,20 1,67 0,37 0,10 
V5 16,33 3,32 6,80 7,14 9,90 7,22 0,00 3,76 2,81 3,58 0,34 
V6 9,74 8,79 10,12 4,10 8,68 7,68 0,00 3,48 4,03 1,92 0,04 
            
MW 25,38 32,70 29,59 3,76 6,01 4,20 0,64 2,68 2,63 1,84 1,20 
SEM 17,43 20,61 17,98 1,24 1,91 1,87 0,64 0,58 0,53 0,67 1,04 
            
p (S) 0,223 0,188 0,176 0,021 0,023 0,086 0,559 0,055 0,161 0,534 0,859 
p (A) 0,158 0,388 0,278 0,106 0,110 0,104 0,108 0,109 0,110 0,104 0,112 






Klon 1  
- Dox 
PL 4 
Klon 1  
+ Dox 
PL 4 
Klon 2  
- Dox 
PL 4 
Klon 2  
+ Dox 
PL 4 
Klon 3  
- Dox 
PL 4 






Klon 4  
+ Dox 
PL 4 
Klon 5  
- Dox 
PL 4 
Klon 5  
+ Dox 
PL 4 
Klon 6  
- Dox 
PL 4 
Klon 6  
+ Dox 
V1 51,44 n. v. n. v. n. v. n. v. 23,23 25,87 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V2 46,70 n. v. n. v. n. v. n. v. 70,80 77,87 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. n. v. 
V3 1,99 0,83 3,41 5,62 15,55 2,87 10,14 0,86 1,36 1,17 5,63 3,88 0,00 
V4 2,20 0,37 2,55 1,09 3,04 0,93 3,38 0,81 2,24 1,33 3,68 1,15 0,00 
V5 14,66 3,99 9,50 19,19 8,39 5,37 14,02 7,29 11,80 11,40 12,18 5,75 0,00 
V6 5,29 1,73 8,82 9,99 8,23 1,81 7,39 3,08 7,40 4,56 5,90 3,15 0,00 
              
MW 20,38 1,73 6,07 8,97 8,80 17,50 23,11 3,01 5,70 4,61 6,85 3,48 0,00 
SEM 9,28 0,80 1,80 3,86 2,57 11,19 11,39 1,52 2,43 2,39 1,84 0,95 0,00 
              
p (S) 0,097 0,622 0,018 0,095 0,082 0,207 0,112 0,156 0,077 0,155 0,024 0,077 0,177 
p (A) 0,115 0,102 0,112 0,103 0,148 0,083 0,114 0,100 0,103 0,099 0,116 0,110 0,102 
















Klon 1  
- Dox 
MNZ B 
Klon 1  
+ Dox 
MNZ B 
Klon 2  
- Dox 
MNZ B 
Klon 2  
+ Dox 
MNZ B 
Klon 3  
- Dox 
MNZ B 
Klon 3  
+ Dox 
V1 0,72 161,36 6,48 20,30 12,32 24,36 11,34 19,72 5,70 
V2 3,56 366,13 18,45 15,00 16,53 31,00 8,70 15,18 4,59 
V3 1,04 137,78 9,28 12,48 6,48 17,28 6,60 5,28 13,17 
          
MW 1,77 221,75 11,40 15,93 11,78 24,21 8,88 13,39 7,82 
SEM 0,90 72,51 3,61 2,30 2,91 3,96 1,37 4,26 2,69 
          
p (S) - 0,092 0,072 0,035 0,050 0,021 0,056 0,112 0,203 
p (A) - - 0,093 0,106 0,095 0,103 0,099 0,100 0,103 







Klon 1  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 1  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 2  
- Dox 
Fett 7/11 
Klon 2  
+ Dox 
Fett 7/11 
Klon 4  
- Dox 
Fett 7/11 








V1 6,09 9,18 6,72 8,25 5,75 2,40 16,94 22,12 8,80 
V2 4,05 11,48 4,11 25,52 11,96 2,08 16,08 21,12 9,80 
V3 3,19 5,36 17,55 15,08 7,25 2,99 10,32 29,28 7,00 
          
MW 4,44 8,67 9,46 16,28 8,32 2,49 14,45 24,17 8,53 
SEM 0,86 1,79 4,11 5,02 1,87 0,27 2,08 2,57 0,82 
          
p (S) 0,203 0,034 0,242 0,074 0,022 0,581 0,024 0,019 0,010 
p (A) 0,096 0,095 0,107 0,095 0,095 0,095 0,101 0,117 0,097 







Klon 1  
- Dox 
Fett 7/5 
Klon 1  
+ Dox 
Fett 7/5 
Klon 2  
- Dox 
Fett 7/5 
Klon 2  
+ Dox 
V1 4,35 3,64 2,30 2,64 2,43 
V2 10,80 10,12 11,50 7,75 4,32 
V3 1,68 3,96 3,12 2,31 2,31 
      
MW 5,61 5,91 5,64 4,23 3,02 
SEM 2,71 2,11 2,94 1,76 0,65 
      
p (S) 0,182 0,077 0,199 0,109 0,045 
p (A) 0,090 0,092 0,090 0,091 0,093 
p (Pr) - 0,793 0,980 0,329 0,339 
 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre 
Zellen aus den Knochenmark; HU = HUVEC; PL = 
PLVEC; Dox = Doxyzyklin; p (S) = Signifikanzberechnung 
im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung 
im Vergleich zur AFT024; p (Pr) = Signifikanzberechnung 
im Vergleich zu Zellen der primären Stromazellen (t-Test, 
zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 sind fett gedruckt 
dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der 
AFT024 signifikant höher, ist der Signifikanzwert mit einem 
*-Symbol markiert.  
 













MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 4,31% 11,03% 9,37% 8,47% 4,50% 1,55% 3,84% 3,94% 
V2 6,37% 11,98% 9,42% 7,44% 7,60% 2,27% 4,16% 3,54% 
V3 3,88% 15,22% 8,04% 9,93% 9,57% 1,98% 3,19% 3,07% 
V4 2,11% 5,74% 4,65% 4,21% 2,79% 0,62% 1,20% 1,44% 
V5 4,07% 9,34% 8,60% 7,20% 8,66% 1,09% 2,63% 1,83% 
         
MW 4,15% 10,66% 8,02% 7,45% 6,62% 1,50% 3,00% 2,76% 
SEM 0,68% 1,56% 0,88% 0,94% 1,29% 0,30% 0,52% 0,49% 
         
p (S) - 0,008 0,001 0,018 0,091 0,004* 0,022* 0,046* 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 2,22% 36,96% 4,57% 3,84% 4,50% 0,56% 2,84% 1,83% 
V2 5,71% 36,01% 8,47% 7,41% 10,00% 1,54% 3,88% 2,97% 
V3 0,82% 20,92% 1,70% 1,63% 2,60% 0,40% 0,87% 0,74% 
V4 1,86% 18,26% 3,23% 3,83% 2,83% 0,58% 1,93% 0,84% 
V5 1,08% 21,01% 2,64% 3,87% 3,71% 0,57% 2,35% 1,06% 
         
MW 2,34% 26,63% 4,12% 4,11% 4,73% 0,73% 2,37% 1,49% 
SEM 0,88% 4,06% 1,18% 0,93% 1,36% 0,20% 0,50% 0,42% 
         
p (S) - 0,002 0,006 0,005 0,012 0,078 0,951 0,168 
p (A) - - 0,002* 0,003* 0,002* 0,003* 0,003* 0,002* 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre Zellen aus den Knochenmark;  
MW = Mittelwert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension;  
p (A) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024; (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen 
p<0,05 sind fett gedruckt dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 















 und HSZ/MPP Fraktion in 




MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 108,00 901,05 1126,50 1008,00 1330,50 1579,50 2035,50 1851,00 
V2 68,25 804,00 990,00 1006,50 780,00 1161,00 1890,00 1416,00 
V3 147,00 1498,50 2032,50 1233,00 774,00 2787,00 3706,50 2239,50 
V4 241,50 1774,50 2482,50 1711,50 958,50 2578,50 3004,50 2748,00 
V5 110,70 1671,00 1857,00 1470,00 1212,00 1741,50 3313,50 2407,50 
         
MW 135,09 1329,81 1697,70 1285,80 1011,00 1969,50 2790,00 2132,40 
SEM 65,69 448,03 628,59 305,42 252,37 688,65 796,76 514,42 
         
p (S) - 0,003 0,004 0,001 0,002 0,003 0,002 0,001 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 4,65 99,36 105,51 85,35 59,85 24,45 78,15 72,90 
V2 4,35 96,30 93,30 74,85 59,25 26,40 78,60 50,10 
V3 5,70 228,00 163,50 122,40 74,10 55,20 118,20 68,85 
V4 5,10 101,85 115,50 72,00 26,70 16,05 36,15 39,45 
V5 4,50 156,00 159,65 105,90 105,00 19,05 87,00 43,95 
         
MW 4,86 136,30 127,49 92,10 64,98 28,23 79,62 55,05 
SEM 0,24 25,44 14,36 9,63 12,67 6,99 13,11 6,71 
         
p (S) - 0,007 0,001 0,001 0,009 0,027 0,005 0,002 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 2,40 333,00 51,45 38,70 59,85 8,82 57,75 33,90 
V2 3,90 289,50 83,85 74,55 78,00 17,85 73,35 42,02 
V3 1,20 313,50 34,50 20,10 20,10 11,10 32,25 16,65 
V4 4,50 324,00 80,25 65,55 27,15 15,00 58,05 23,10 
V5 1,20 351,00 49,05 56,85 45,00 9,90 77,85 25,50 
         
MW 2,64 322,20 59,82 51,15 46,02 12,53 59,85 28,23 
SEM 0,68 10,23 9,54 9,76 10,59 1,69 7,99 4,42 
         
p (S) - 0,001 0,003 0,006 0,014 0,001 0,002 0,004 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 0,36 10,14 3,40 1,85 2,80 0,40 7,66 1,23 
V2 1,15 13,13 9,89 19,93 17,20 2,14 20,46 7,62 
V3 2,84 58,40 31,59 41,95 43,56 13,12 50,46 27,68 
V4 0,52 9,12 2,10 5,96 6,27 0,98 4,82 2,32 
V5 0,33 15,61 2,77 8,40 8,43 2,54 6,94 2,78 
         
MW 1,04 21,28 9,95 15,62 15,65 3,84 18,07 8,33 
SEM 0,47 9,35 5,59 7,23 7,37 2,35 8,55 4,96 
         
p (S) - 0,085 0,157 0,098 0,102 0,216 0,103 0,180 
p (A) - - 0,053 0,209 0,143 0,067 0,326 0,048* 
Alle Werte sind als x-fache Expansion angegeben. Abkürzungen: Sus = Suspension;  
MNZ = Mononukleäre Zellen aus den Knochenmark; MW = Mittelwert;  
p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = Signifikanzberechnung im 
Vergleich zur AFT024; (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 sind fett gedruckt 
dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 signifikant höher, ist der 















 Fraktion in Kokultur mit Einzelzellklon-
Zelllinien 
BFU-E Sus AFT024 
MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,33% 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,67% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
         
MW 0,00% 0,07% 0,00% 0,07% 0,00% 0,00% 0,00% 0,13% 
SEM 0,00% 0,07% 0,00% 0,07% 0,00% 0,00% 0,00% 0,13% 
         
p (S) - 0,374 n. v. 0,374 n. v. n. v. n. v. 0,374 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 3,19% 5,00% 3,33% 3,67% 5,33% 3,21% 3,67% 5,33% 
V2 0,68% 0,33% 1,67% 2,33% 1,67% 2,67% 1,67% 2,67% 
V3 1,61% 1,00% 2,33% 2,67% 1,67% 2,07% 2,33% 2,00% 
V4 3,95% 1,33% 1,67% 6,67% 5,84% 5,81% 2,29% 5,07% 
V5 3,90% 1,33% 2,00% 2,67% 2,33% 2,34% 4,55% 6,22% 
         
MW 2,67% 1,80% 2,20% 3,60% 3,37% 3,22% 2,90% 4,26% 
SEM 0,65% 0,82% 0,31% 0,80% 0,92% 0,68% 0,52% 0,82% 
         
p (S) - 0,350 0,531 0,228 0,357 0,443 0,650 0,012 
p (A) - - 0,509 0,165 0,106 0,236 0,204 0,043 
 
CFU-G Sus AFT024 
MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 7,45% 0,67% 1,67% 1,67% 1,67% 1,60% 0,33% 1,00% 
V2 2,04% 2,67% 1,33% 1,33% 2,67% 2,33% 2,33% 3,00% 
V3 5,65% 0,67% 2,00% 1,33% 2,00% 1,65% 1,00% 3,00% 
V4 3,95% 1,00% 2,00% 1,00% 1,17% 2,33% 3,82% 2,90% 
V5 3,90% 1,00% 1,33% 2,00% 3,33% 3,13% 1,30% 2,59% 
         
MW 4,60% 1,20% 1,67% 1,47% 2,17% 2,21% 1,76% 2,50% 
SEM 0,91% 0,37% 0,15% 0,17% 0,38% 0,28% 0,61% 0,38% 
         
p (S) - 0,052 0,027* 0,025* 0,099 0,099 0,111 0,164 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 5,32% 1,67% 4,33% 1,33% 1,00% 2,14% 2,67% 3,33% 
V2 1,36% 1,00% 2,00% 2,67% 2,33% 1,67% 2,00% 1,33% 
V3 5,65% 1,00% 1,67% 2,33% 3,33% 4,13% 1,33% 2,67% 
V4 5,26% 0,33% 3,00% 1,67% 3,89% 1,16% 0,00% 0,00% 
V5 6,49% 1,67% 1,00% 0,33% 1,00% 0,78% 1,30% 1,55% 
         
MW 4,82% 1,13% 2,40% 1,67% 2,31% 1,98% 1,46% 1,78% 
SEM 0,89% 0,25% 0,58% 0,41% 0,59% 0,59% 0,44% 0,58% 
         
p (S) - 0,013* 0,089 0,061 0,091 0,052 0,038* 0,035* 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,00% 0,33% 0,33% 0,00% 0,67% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,41% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
         
MW 0,00% 0,00% 0,07% 0,07% 0,00% 0,22% 0,00% 0,00% 
SEM 0,00% 0,00% 0,07% 0,07% 0,00% 0,14% 0,00% 0,00% 
         
p (S) - n. v. 0,374 0,374 n. v. 0,193 n. v. n. v. 
p (A) - - 0,374 0,374 n. v. 0,193 n. v. n. v. 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre Zellen aus den Knochenmark; MW = 
Mittelwert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = 
Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024; (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 
sind fett gedruckt dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 signifikant 











 Fraktion in Kokultur mit Einzelzellklon-
Zelllinien 
BFU-E Sus AFT024 
MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,33% 0,33% 0,00% 0,00% 
V3 0,60% 1,67% 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,67% 
V4 0,74% 0,67% 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,67% 0,00% 
V5 0,00% 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
         
MW 0,27% 0,47% 0,07% 0,13% 0,07% 0,07% 0,13% 0,13% 
SEM 0,17% 0,33% 0,07% 0,08% 0,07% 0,07% 0,13% 0,13% 
         
p (S) - 0,413 0,375 0,190 0,375 0,375 0,314 0,426 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 0,00% 1,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,67% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,33% 0,41% 
V3 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 2,00% 
V4 0,00% 0,33% 0,00% 0,67% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
         
MW 0,00% 0,40% 0,07% 0,13% 0,00% 0,00% 0,07% 0,48% 
SEM 0,00% 0,19% 0,07% 0,13% 0,00% 0,00% 0,07% 0,39% 
         
p (S) - 0,109 0,374 0,374 n. v. n. v. 0,374 0,281 
p (A) - - 0,142 0,338 0,109 0,109 0,142 0,878 
 
CFU-G Sus AFT024 
MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 2,72% 2,33% 0,67% 0,67% 1,00% 0,67% 0,33% 1,44% 
V2 3,51% 3,33% 0,67% 1,33% 1,67% 0,33% 0,33% 0,41% 
V3 2,40% 4,00% 0,61% 0,00% 1,13% 0,00% 0,00% 3,00% 
V4 5,93% 4,33% 5,97% 2,00% 1,76% 0,67% 0,00% 4,17% 
V5 1,01% 1,67% 0,00% 0,33% 0,82% 0,33% 0,33% 0,00% 
         
MW 3,11% 3,13% 1,58% 0,87% 1,28% 0,40% 0,20% 1,80% 
SEM 0,81% 0,50% 1,10% 0,36% 0,19% 0,12% 0,08% 0,79% 
         
p (S) - 0,969 0,036* 0,012* 0,048* 0,023* 0,027* 0,094 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V2 0,00% 0,33% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,33% 2,67% 
V4 0,00% 0,67% 0,75% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
         
MW 0,00% 0,40% 0,22% 0,07% 0,00% 0,00% 0,07% 0,53% 
SEM 0,00% 0,07% 0,15% 0,07% 0,00% 0,00% 0,07% 0,53% 
         
p (S) - 0,004 0,217 0,374 n. v. n. v. 0,374 0,374 





MSZ MNZ B 
Klon 2 
MSZ MNZ B 
Klon 3 
MSZ Fett 7/11 
Klon 5 
ECFC 4E  
Klon 2 




V1 2,17% 0,00% 0,67% 0,00% 0,33% 0,00% 0,33% 0,00% 
V2 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
V3 0,60% 1,00% 0,61% 0,33% 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 
V4 0,00% 1,00% 0,75% 1,33% 0,44% 0,00% 0,00% 0,00% 
V5 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,41% 0,00% 0,00% 0,00% 
         
MW 0,55% 0,47% 0,40% 0,33% 0,24% 0,07% 0,07% 0,00% 
SEM 0,42% 0,23% 0,17% 0,26% 0,10% 0,07% 0,07% 0,00% 
         
p (S) - 0,880 0,703 0,714 0,496 0,315 0,244 0,258 
p (A) - - 0,763 0,477 0,441 0,109 0,208 0,108 
Abkürzungen: Sus = Suspension; MNZ = Mononukleäre Zellen aus den Knochenmark; MW = 
Mittelwert; p (S) = Signifikanzberechnung im Vergleich zur Suspension; p (A) = 
Signifikanzberechnung im Vergleich zur AFT024; (t-Test, zweiseitig, gepaart); Signifikanzen p<0,05 
sind fett gedruckt dargestellt. Sind die Messwerte der Suspension bzw. mit der AFT024 signifikant 
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